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El cáncer constituye la segunda causa de mortalidad en los países desarrollados, 
únicamente superada por las enfermedades cardiovasculares. Cada vez más se está 
produciendo un aumento en la incidencia del cáncer, fundamentalmente debido al 
incremento en la esperanza de vida media de la población, pues la edad es el principal 
factor de riesgo para padecerlo. Para frenar el incremento de esta enfermedad es 
necesario caracterizar lo mejor posible los mecanismos que la originan, lo que puede 
permitir el desarrollo de nuevas terapias más efectivas. Desde este punto de vista el 
análisis molecular nos ofrece herramientas muy útiles a todos los niveles, desde el 
diagnóstico al pronóstico y desde la respuesta al tratamiento hasta la búsqueda de 
nuevas dianas terapéuticas.  
Los genes reparadores han sido ampliamente estudiados en distintos tipos 
tumorales, como el cáncer colorrectal, donde originan la alteración hereditaria más 
común, denominado Síndrome de Lynch 1. También se han descrito defectos de estos 
genes en otros tipos tumorales como cáncer de endometrio, estómago y ovario 2. Estos 
cuadros se caracterizan por la inactivación de estos genes reparadores tanto por 
mutación (principalmente en los casos hereditarios) como por hipermetilación de su 
región promotora (principalmente en los esporádicos) 3. Sin embargo los genes 
reparadores apenas han sido estudiados en cáncer renal. Para comprender el presente 
estudio, así como los aspectos básicos de la génesis de esta enfermedad, haremos una 
introducción a la genética molecular del cáncer en general, a las causas genéticas y 
epigenéticas, a la biología molecular del cáncer renal, y a la estructura y función de los 
genes reparadores. 
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1.1 GENÉTICA MOLECULAR DEL CÁNCER 
Denominamos cáncer a un grupo de enfermedades caracterizadas por el 
crecimiento descontrolado de un grupo de células que originan la formación de un 
tumor. Este crecimiento puede deberse tanto a un aumento de su proliferación como a 
la inhibición de los procesos de muerte celular (apoptosis). La posterior adquisición por 
alguna de estas células de la capacidad de abandonar el tumor original y colonizar otros 
tejidos (metástasis) supone un empeoramiento en el pronóstico de la enfermedad, que 
reduce sustancialmente la probabilidad de supervivencia. Aunque este proceso es 
común a todos los tipos tumorales, no podemos tratarlo como una misma enfermedad, 
puesto que dependiendo del tejido donde aparezca y de las alteraciones genéticas que 
hayan sufrido las células que lo componen, se comportará de forma distinta.  
El cáncer es una enfermedad genética, ya que está causada por mutaciones en 
genes que controlan la división y proliferación celular 4. Estos cambios pueden afectar 
a la secuencia de nucleótidos (mutaciones puntuales, translocaciones cromosómicas, 
deleciones, inserciones), o ser cambios que no afectan a la secuencia pero sí al modo de 
expresión de los genes, denominados cambios epigenéticos. Estas alteraciones pueden 
ser de origen esporádico (en la mayoría de los casos), o de carácter hereditario. En este 
último caso el paciente hereda una copia mutada del gen por parte de algunos de sus 
progenitores, y posteriormente sufre una segunda mutación en la copia normal del 
mismo gen, mientras que en los casos esporádicos ambas mutaciones suceden 
independientemente. 
Las mutaciones que conducen a la aparición de un cáncer pueden afectar a tres 
tipos de genes según la función que estos cumplen en la regulación del ciclo celular: 
                                                                                                                     I. Introducción 
- 4 - 
proto-oncogenes, genes supresores de tumor (dentro de los cuales podríamos englobar 
los genes encargados de desencadenar el proceso de apoptosis), y genes responsables 
de mantener la estabilidad genética. Estos últimos están implicados de forma indirecta, 
ya que no controlan el ciclo celular, sin embargo una disfunción de los mismos conduce 
a un incremento de la tasa de mutación y con ello un aumento en la probabilidad de 
sufrir la enfermedad. Dentro de este grupo se incluyen los genes reparadores de 
apareamientos erróneos, denominados por sus siglas en ingles MMR (mismatch repair 
genes). La inactivación de estos genes conduce a una rápida acumulación de 
mutaciones, debido a lo cual se les ha denominado también genes mutadores. 
Las alteraciones genéticas que debe sufrir una célula para convertirse en 
cancerosa le confieren cualidades especiales, las cuales se pueden resumir en tres 
grupos: 
1) Inmortalización: Se refiere a la capacidad de crecer indefinidamente, al 
contrario de las células normales que tienen un número de divisiones limitado. 
2) Transformación: Alude a la incapacidad de la célula para obedecer a las 
limitaciones habituales del crecimiento (inhibición por contacto y factores de 
crecimiento). 
3) Metástasis: Describe la adquisición de la capacidad por parte de la célula 
para abandonar el tumor e invadir otros tejidos normales. La metástasis marca la 
diferencia entre un tumor clínicamente benigno y uno maligno (capaz de invadir otros 
tejidos).  
En los siguientes apartados se repasan los principales aspectos de la genética 
molecular del cáncer en general, desde las causas que lo originan hasta los tipos de 
alteraciones genéticas y epigenéticas que puede mostrar. En la última parte se hace un 
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repaso más a fondo de los genes reparadores, que han sido el objeto de estudio en el 
presente trabajo. 
 
1.1.1 El origen de inestabilidad genómica 
El cáncer es una enfermedad originada por mutaciones 5, muchas de ellas 
suceden durante la replicación del ADN, pues aunque los mecanismos de replicación 
poseen una alta fidelidad de copia, el enorme tamaño del genoma hace que la 
probabilidad de que se generen algunos errores sea considerable. Otra fuente de 
mutación son las alteraciones que suceden cuando los cromosomas se encuentran 
condensados, que provocan variaciones en cuanto a la estructura y número de los 
mismos, y que pueden estar provocadas por agentes mutagénicos.  
Las mutaciones también pueden estar provocadas por la modificación química 
de las bases nitrogenadas. Este fenómeno es espontáneo y está originado tanto por 
causas endógenas, como el daño oxidativo (provocado por la aparición de formas 
tóxicas del oxígeno como radicales superóxido, hidroxilo y peróxido de hidrogeno) 6, 
como exógenas (agentes mutagénicos físicos y químicos). Estas modificaciones 
conducen a la aparición de cambios en la secuencia de nucleótidos, y provocan la 
introducción de bases nitrogenadas incorrectas durante la síntesis de ADN. Muchos de 
estos cambios son inevitables y se deben a la existencia de formas tautoméricas "raras" 
de las bases que coexisten con las normales mediante un equilibrio químico. Las bases 
nitrogenadas pirimidínicas (timina y guanina) se encuentran normalmente en su forma 
cetónica y con menor frecuencia en su forma enólica, con una constante de equilibrio 
del orden de 10-4- 10-5, de igual forma, las bases nitrogenadas purínicas (citosina y 
adenina) presentan otro tipo de tautomería denominada amino-imino. El paso de una 
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base a su forma tautomérica puede producir apareamientos incorrectos, como A-C y T-
G. Sin embargo, la capacidad de la ADN polimerasa para corregir los errores de la 
replicación del ADN, así como la existencia de otros mecanismos de reparación 
adicionales que mantienen la estabilidad del genoma, hacen que la frecuencia de 
cambios o mutaciones sea menor a la esperada. No obstante, la exposición de la célula 
a agentes mutagénicos puede hacer aumentar esta tasa considerablemente 7. 
Se estima que la tasa normal de incorporación de errores por parte de la ADN 
polimerasa es de una por cada 105-106 nucleótidos polimerizados 8. A esta tasa se debe 
sumar la capacidad de la polimerasa para corregir sus propios errores y la función de 
los genes reparadores que aumentan la fidelidad del proceso entre 100-1000 veces, lo 
cual asegura la estabilidad de la información durante el proceso de replicación. 
Distintos estudios han estimado que la mayoría de tipos tumorales requieren de 
seis a diez mutaciones para llegar a adquirir un fenotipo maligno 9-11. Sin embargo la 
baja tasa de mutación que presenta una célula normal hace improbable que ésta llegue a 
acumular el gran número de alteraciones genéticas detectadas en los tumores 12. En un 
intento de explicar el gran número de mutaciones detectadas en los tumores, Loeb 
propuso la hipótesis del “fenotipo mutador” 13, en la cual se postula que la disfunción 
de los genes responsables de mantener la estabilidad genética, tanto a nivel nucleotídico 
como cromosómico, sería un evento temprano en la progresión tumoral. De esta forma 
la célula poseería una tasa de mutación mucho más elevada de lo esperado en 
condiciones normales 14. 
En cada ronda de replicación las células van acumulando una serie de 
mutaciones. La mayoría de estos errores afectaran a regiones intergénicas que serán 
irrelevantes para la vida de la célula, y otros pueden ser perjudiciales para su viabilidad.  
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Sin embargo alguna de las alteraciones puede conferir a la célula una ventaja 
selectiva, de forma que esa célula puede dar lugar a una subpoblación o clon que posee 
una ventaja frente a otras, y que a su vez es capaz sufrir nuevas mutaciones 15. 
Haciendo referencia a la teoría de la evolución, y teniendo en cuenta que las mismas 
leyes que la gobiernan se pueden aplicar a la evolución de un tumor, podemos decir que 
los procesos de variación (mutación) y selección de los clones mejor adaptados a las 
restricciones impuestas por el entorno donde se originan, son los responsables de 
promover la progresión tumoral, siendo el acúmulo secuencial de alteraciones genéticas 
las que provocan la malignización de una célula (figura 1) 16,17.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Esquema de selección clonal tumoral. Los fenómenos de inestabilidad favorecen la aparición 
de subpoblaciones con capacidad de saltarse las barreras de control de la proliferación. Un exceso de 
inestabilidad puede ser letal (adaptado de Cahill 1999)17.  
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1.1.2 Genes implicados en la carcinogénesis 
Puesto que son mutaciones en ciertos genes las causantes de los desórdenes del 
ciclo celular, debemos tratar de comprender cómo funcionan estos genes. Se pueden 
clasificar en tres tipos según su función: 
 
1.1.2.1 Oncogenes 
Fueron el primer grupo de genes que se asociaron con el cáncer. Las versiones 
no mutadas de éstos se denominan proto-oncogenes y codifican proteínas involucradas 
en crecimiento celular, diferenciación y  apoptosis. Su expresión excesiva o la 
expresión de formas mutadas inducen la transformación de las células normales en 
cancerosas. Las mutaciones que activan a los proto-oncogenes incluyen mutaciones 
puntuales (K-ras)18, amplificaciones génicas (C-myc)19 o translocaciones cromosómicas 
(Bcr/Abl)20, las cuales desregulan su expresión génica o generan una proteína quimérica 
con una función anormal provocando una ganancia de función del proto-oncogen 
Además de estos mecanismos se conocen virus que contienen oncogenes 
homólogos a los humanos y que pueden provocan la enfermedad, aunque el número de 
tumores provocados por éstos es mínimo respecto a los de aparición espontánea 21. 
Los oncogenes actúan como un acelerador del proceso de división celular, 
cuando se produce un aumento en la actividad de la proteína codificada por estos genes 
la célula pierde su control y se divide más rápido. La alteración de uno sólo de los dos 
alelos es suficiente para hacer perder el control, por tanto las mutaciones en estos genes 
tienen carácter dominante. 
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1.1.2.2 Genes supresores de tumores 
Representan un mecanismo opuesto de control del ciclo celular al realizado por 
los proto-oncogenes, normalmente inhibiendo la proliferación celular y el desarrollo del 
tumor. En su caso es necesaria la inactivación de ambas copias del gen para que se 
pierda el control del mecanismo que regulan. Este hallazgo fue propuesto por Knudson 
en 1971 estudiando el gen RB1 y se conoce como hipótesis de los dos impactos 22.  
La mayoría de cánceres hereditarios están provocados por la herencia de una 
copia de un gen supresor mutado, el cual está presente en todas las células del 
organismo y constituye el primer impacto. En el transcurso de la vida se produce la 
pérdida o inactivación del alelo normal en alguna célula somática (segundo impacto). 
Sin ninguna copia funcional del gen, la célula es incapaz de regular su ciclo. Por esta 
razón los individuos portadores de una mutación germinal tienen mayor susceptibilidad 
a sufrir ciertos tipos de cáncer que un individuo no portador de mutación, puesto que en 
este último deben producirse de forma independiente los dos procesos mutacionales en 
una misma célula. Aproximadamente entre el 5-10% de los tumores humanos están 
provocados por la transmisión de un gen supresor mutado. La segunda copia se suele 
inactivar por mutación, hipermetilación del promotor o pérdida cromosómica 23. 
 
1.1.2.3 Genes encargados de mantener la estabilidad genómica 
La implicación de estos genes en el desarrollo tumoral se produce de forma 
indirecta, puesto que no están implicados directamente en el control de la división y 
proliferación celular. Sin embargo, un defecto en los mismos puede provocar un gran 
aumento en la tasa de inestabilidad genómica. Actualmente se acepta que el cáncer se 
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origina por la acumulación de mutaciones en genes que controlan directamente la 
división y la muerte celular. Este acúmulo secuencial se ha demostrado en distintos 
tipos tumorales como melanoma 24 y colon 25. Todos ellos manifiestan un alto número 
de alteraciones que son difícilmente explicables teniendo en cuenta la eficacia de los 
procesos de copia 14. La hipótesis del “fenotipo mutador” postula que la disfunción de 
los genes implicados en mantener la estabilidad genómica sería un evento temprano en 
la progresión tumoral 26. Posteriormente a la adquisición de dicho “fenotipo mutador”, 
la célula afectada presentará una tasa de inestabilidad lo suficientemente elevada como 
para justificar la génesis tumoral (Figura 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Adquisición del fenotipo mutador En la figura se muestra como una primera mutación en 
cualquiera de los genes encargados de mantener la estabilidad genómica provoca la adquisición de un 
fenotipo con mayor probabilidad de sufrir mutaciones. Posteriormente la célula y sus descendientes van 
acumulando la gran cantidad de mutaciones necesarias para generar un tumor y evitar los mecanismos 
de senescencia y muerte (Figura adaptada de Venkatesan et al 2006) 
27
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Actualmente se conocen varios mecanismos encargados de mantener la 
estabilidad genómica. La inactivación de éstos provoca en humanos una serie de 
síndromes que cursan con un aumento en la probabilidad de sufrir ciertos tipos 
tumorales. Los cuatro mecanismos principales de reparación del ADN son: 
a) Reparación por escisión de bases o BER (Base Excision Repair), que repara 
las modificaciones de nucleótidos provocadas por el estrés oxidativo, como 
son la alquilación de bases y roturas de cadena simple del ADN. 
b) Reparación por escisión de nucleótido o NER (Nucleotide Excisión Repair), 
que repara sobre todo las lesiones provocadas por la luz ultravioleta, tales 
como los dímeros de timina. 
c) Reparación de roturas de doble cadena o DSBR (Double Strand Break 
Repair), generadas principalmente por radiación ionizante o compuestos 
químicos. 
d)  Reparación de errores de apareamiento o MMR (Mismatch Repair), capaz 
de reconocer los bucles y distorsiones creados en la doble hélice cuando las 
bases nitrogenadas no son complementarias. 
Uno de los últimos mecanismos descrito encargado del mantenimiento de la 
estabilidad genómica es el que implica a las helicasas de la familia RecQ. Las helicasas 
son proteínas encargadas de separar las hebras de ADN en procesos como la 
replicación y la reparación, y se ha observado que pueden interaccionar con los 
sistemas de reparación BER, MMR y DSBR facilitando su función. Defectos en estas 
proteínas provocan los Síndromes de Werner, Bloom y Rothmund-Thompson, todos 
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ellos caracterizados por la presencia de inestabilidad genómica, envejecimiento 
prematuro y una mayor probabilidad de sufrir cáncer 28. 
Defectos en los sistemas BER, NER, MMR provocan la acumulación de 
mutaciones puntuales o de pequeño tamaño, y los tumores generados por defectos en 
estos sistemas mantienen un genoma diploide 29. Sin embargo la alteración genética 
más común que afecta a la mayoría de tipos tumorales es la que implica a grandes 
fragmentos de material genético 30. Este hecho nos revela la existencia de distintos 
mecanismos para la adquisición de la inestabilidad, y por tanto, la existencia de 
distintos tipos de inestabilidad. Esta inestabilidad genómica se puede dividir en dos 
grandes grupos: la que produce mutaciones puntuales, generada por defectos en los 
sistemas BER, NER, MMR, y la que afecta a grandes regiones cromosómicas, causada 
por defectos en los genes reguladores de los “checkpoints” de mitosis y de daño 
genómico 30. 
 
1.1.3 Tipos de alteraciones en el ADN 
Podríamos resumir las alteraciones que sufre el material genético en 2 tipos: 
a) Alteraciones genéticas: Afectan a fragmentos más o menos grandes de 
ADN, que pueden ser desde una mutación puntual que provoca el cambio de una base, 
hasta la pérdida o ganancia de cromosomas enteros. 
b) Alteraciones epigenéticas: Son alteraciones que no afectan a la secuencia de 
bases pero alteran la expresión de los genes. Ejemplos de este tipo de alteración son la 
hipermetilación de las regiones promotoras de los genes, y la modificación de histonas 
(metilación, acetilación y fosforilación).  
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1.1.3.1 Alteraciones genéticas 
Se producen como consecuencia de una tasa de mutación elevada en las células, 
bien sea ésta espontánea o debida a la exposición a agentes mutagénicos. En la 
actualidad se ha establecido que la inestabilidad genómica es una característica 
importante de procesos como el cáncer y el envejecimiento celular. Sin embargo, en 
células normales, a pesar de la gran cantidad de daño que sufre su ADN, la tasa de 
mutación espontánea es baja debido a que los procesos de replicación, reparación y 
control del ciclo celular funcionan correctamente. Cuando esto no sucede la tasa de 
inestabilidad se incrementa 31. En células tumorales existen dos tipos de inestabilidad 
generadas a partir de vías diferentes: 
a) Inestabilidad a nivel cromosómico: que afecta a fragmentos grandes de 
material genético y puede dividirse en dos tipos, las alteraciones estructurales 
(translocaciones, deleciones, duplicaciones, inversiones), y las alteraciones numéricas 
(aneuploidía). 
b) Inestabilidad en la secuencia de nucleótidos del ADN, cuya extensión es de 
una o unas pocas bases (mutaciones puntuales o pequeñas deleciones-inserciones en 
secuencias microsatélite). 
Ambos tipos de inestabilidad parecen ser excluyentes, de forma que cuando un 
tumor manifiesta una de ellas no suele manifiestar la otra 29. 
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 1.1.3.1.1 Inestabilidad cromosómica  
La presencia de inestabilidad cromosómica (CIN) es la alteración genética más 
común en la mayoría de los tipos tumorales 29,30. Entre los genes causantes de CIN se 
encuentran aquellos implicados tanto en la correcta separación de cromosomas durante 
la mitosis, como en la detección de daño genómico y bloqueo de la progresión del 
ciclo. A estos mecanismos se les denomina puntos de control o “checkpoints”. La 
progresión del ciclo celular es un mecanismo altamente regulado que asegura la 
correcta transmisión de la información desde una célula a sus hijas, siendo los 
“checkpoints” los encargados de asegurar el orden y fidelidad de los procesos del ciclo 
celular 32. 
Dentro de la fase S del ciclo celular hay varios puntos de control. Por ejemplo, 
uno de ellos evita la entrada en mitosis hasta que el ADN se ha replicado 
completamente 33. Una vez en mitosis, existe otro “checkpoint” encargado de la 
correcta formación del huso acromático, y asegura que las cromátidas no se separen 
hasta que los cromosomas se alineen correctamente. En levaduras la inactivación de 
genes que controlan este mecanismo provoca CIN debido a una segregación 
cromosómica anormal 34. Varias evidencias apoyan que los “checkpoints” estén 
relacionados con el origen de CIN: 
a) La primera es la observación de que líneas celulares que manifiestan CIN no 
responden correctamente a agentes que interfieren en la formación del huso. Estas 
líneas, en vez de quedar detenidas en la mitosis, consiguen iniciar un nuevo ciclo de 
división 35.  
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b) La segunda es la alteración tanto en la expresión como en la secuencia de 
genes implicados en este “checkpoint” que se ha observado en tumores humanos, como 
por ejemplo la disminución de expresión del gen hMAD2 en cáncer de mama 36. 
Otros genes encargados del “checkpoint” de mitosis son hBUB1 y hBUBR1, 
mutaciones o reducción de la expresión de los mismos provocan CIN 37. También están 
implicados en este punto de control genes encargados de regular la función del 
kinetocoro y el centrosoma 38. Este orgánulo está encargado de la correcta separación 
de las cromátidas para asegurar un reparto equitativo de material genético. En tumores 
de mama, pulmón, próstata, colon y cerebro se ha observado la presencia de un número 
anormal de centrosomas 39. (Figura 3) 
 
 
 
 
 
Figura 3: Alteraciones mitóticas en cáncer. A) Ejemplo de aneuploidía en células tumorales. Los 
cromosomas han sido coloreados utilizando sondas específicas, observándose que algunos cromosomas 
aparecen en números de tres o más. B) Ejemplo de formación anormal del huso mitótico, donde se 
aprecian 4 polos en vez del número normal de 2. C) Ejemplo de amplificación de centrosomas (figura 
adaptada de Jallepalli,P.V. & Lengauer,C. 2001) 40. 
 
Otro tipo de “checkpoint” es el implicado en el control de daño genómico, el 
cual comprende a las proteínas que funcionan como sensores del daño genómico, 
aquellas encargadas de la transducción de la señal y las proteínas efectoras encargadas 
de bloquear el ciclo, iniciar la reparación y desencadenar fenómenos como la 
senescencia y la apoptosis cuando el daño es irreparable 41. 
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En respuesta a daño en el ADN, las quinasas ATM y ATR son las primeras en 
activarse y a su vez activan a las quinasas CHK1 y CHK2. CHK1 marca para su 
degradación a la ciclina cdc25A, la cual es necesaria para la progresión del ciclo celular 
y como consecuencia la célula queda detenida en la transición G1/S 42. Actualmente se 
postula que CHK1 es la principal quinasa de “checkpoint” de daño genómico, mientras 
que CHK2 funcionaría complementando la función de CHK1 en respuesta a ciertos 
tipos de daño, como las roturas de doble cadena, y actuando como amplificador de la 
respuesta. Además, ATM/ATR y CHK1/CHK2 estabilizan a p53 lo que provoca una 
detención más prolongada del ciclo celular 43, siendo CHK2 la principal quinasa 
implicada en desencadenar tanto la apoptosis como la senescencia vía p53 44. En 
resumen, como resultado del mal funcionamiento de estos “checkpoints” se producirá 
una acumulación de aberraciones cromosómicas, tanto estructurales (translocaciones, 
inversiones, deleciones y duplicaciones de fragmentos) como numéricas (aneuploidías) 
(Figura 4) 
 
 
 
 
Figura 4: Alteraciones cromosómicas numéricas y estructurales en células tumorales. A) Cariotipo 
perteneciente a una línea celular tumoral, que se ha hibridado con sondas fluorescentes especificas para 
cada cromosoma. Se observa el elevado número de alteraciones tanto numéricas como estructurales B) 
Translocación entre los cromosomas 9 y 22 (9; 22), característica de casi el 100% de los casos de 
leucemia mieloide crónica 
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1.1.3.1.2 Inestabilidad en secuencias microsatélites (MSI) 
Los microsatélites son secuencias cortas, de entre 1 y 6 pares de bases de ADN 
repetitivo, altamente polimórficas, distribuidas a lo largo de todo el genoma 45. Los 
microsatélites son especialmente susceptibles de sufrir mutaciones de tipo inserción-
deleción durante la replicación y la recombinación, lo cual les hace ser las regiones del 
genoma con la tasa de mutación espontánea más elevada (10-3-10-4) 46,47. A este tipo de 
inestabilidad causada por inserciones o deleciones en secuencias microsatélite se le 
denomina inestabilidad de microsatélites (MSI), y la existencia de la misma está 
directamente relacionada con defectos en la función MMR. Actualmente se conocen 
cuales son las causas iniciales de este tipo de inestabilidad:  
 
a) Deslizamiento de las hebras de ADN durante la replicación 
      Durante la replicación se produce la disociación-reasociación de las hebras 
complementarias y en las regiones que poseen secuencias repetidas las hebras se 
pueden deslizar una sobre otra, sin que se pierda la complementariedad. Al hacerlo se 
genera un bucle en mitad de la secuencia repetitiva que provocará un cambio en la 
longitud de una de ellas. A este fenómeno también se le conoce como patinaje o 
“slippage” 48. Como consecuencia de ello, tras la división celular una de las hijas será 
normal, pero la otra habrá perdido o ganado una repetición en su secuencia, ya sea ésta 
de uno, dos, tres o más nucleótidos (Figura 5). 
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Figura 5: Fenómeno del deslizamiento: en la célula progenitora se produce un bucle durante la 
replicación. La hebra original (abajo) tiene 10 repeticiones, la sintetizada 11 (arriba), si este error no es 
corregido, en la siguiente generación la mitad de las células tendrán 10 repeticiones y la otra mitad 11.  
 
b) Recombinación 
Los procesos de recombinación que pueden ocurrir entre cromátidas hermanas o 
entre cromosomas homólogos también pueden alterar la longitud de las secuencias 
repetitivas. Sin embargo, esta fuente de mutación parece ser minoritaria respecto al 
deslizamiento 47. 
En condiciones normales los errores generados tanto por deslizamiento como 
por recombinación son corregidos por el sistema de reparación de errores de 
apareamiento. De no llevarse a cabo esta reparación, observaríamos una heterogeneidad 
en cuanto al tamaño de los microsatélites, fenómeno conocido como MSI. La presencia 
de MSI es una característica común a los tumores originados por defectos en los genes 
MMR (Figura 6).  
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Figura 6: Detección de MSI. Electroforesis capilar de productos de amplificación por PCR de 2 
tumores (MSI+ y MSI-) comparados con tejido normal del mismo paciente. Se aprecia que en el tumor 
con inestabilidad (MSI+) existe heterogeneidad en la longitud de los fragmentos de ADN microsatélite 
amplificado, causada por un defecto en los genes MMR. (PB: pares de bases). 
 
La primera evidencia de una alteración en la longitud de secuencias repetitivas 
fue observada por Ionov en pacientes de cáncer colorrectal hereditario no polipoideo 
(HNPCC) 49. Este tipo tumoral mostraba un alto grado de inestabilidad en secuencias 
repetitivas del genoma, y se bautizó al fenómeno como inestabilidad de microsatélites 
(MSI) 50,51. 
En tumores con MSI se ha observado una elevada incidencia de mutaciones en 
genes esenciales en el ciclo celular como TGFβrII y BAX 52. Estos genes presentan un 
microsatélite en su secuencia, lo que les hace especialmente sensibles a sufrir el 
deslizamiento de las hebras de ADN durante su replicación. En ausencia de la función 
de los genes MMR los errores no son corregidos, siendo éste el motor que dirige a la 
célula hacia su malignización. El gen TGFβrII codifica para un receptor de TGF (tumor 
growth factor), cuya función es mantener a las células detenidas en G0. Tiene una 
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región con 10 repeticiones consecutivas de la base nitrogenada adenina en su secuencia 
y presenta mutaciones en el 90% de los tumores con MSI 53. El gen BAX tiene 8 
repeticiones de guanina, su función es promover la apoptosis, y presenta mutaciones en 
el 50% de los tumores con MSI 54. Otros genes reparadores como MSH3 y MSH6, 
también presentan microsatélites en su secuencia, y aparecen alterados en el 40% y 
30% respectivamente de los tumores con MSI 55. 
 
1.1.3.2 Alteraciones epigenéticas: 
El término epigenética se refiere a la información que porta el material genético 
y que sin embargo es independiente de su secuencia. Se conocen varios tipos de 
regulación epigenética, siendo la metilación de las regiones promotoras de los genes el 
mejor estudiado. Otra forma de regular la expresión es la modificación de histonas 
(metilación, acetilación, fosforilación), que modula la forma en la que se pliegan éstas 
haciendo más o menos accesible la secuencia del ADN a la maquinaria encargada de la 
transcripción.  
Estos fenómenos, además de la función normal que tienen en el desarrollo de un 
organismo, pueden también jugar un papel en estados patológicos mediante activación 
de genes que no deben estar expresándose, o silenciamiento de otros que sí son 
necesarios.  
 
1.1.3.2.1 Metilación del ADN 
En las regiones promotoras de los genes existen zonas ricas en el dinucleótido 
CG conocidas como islas CpG. Estas zonas son capaces de ser metiladas y regular de 
esta forma la unión de factores transcripcionales, y por tanto la expresión del gen. Las 
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enzimas encargadas de metilar el ADN son las ADN metil-transferasas, de las que se 
conocen varias: 
DNMT1: fue la primera que se identificó. Actúa acoplada a la maquinaria 
replicativa y su función es mantener el patrón de metilación durante la replicación. Para 
ello metila la hebra naciente siguiendo como patrón a la hebra molde 56. Una prueba de 
su importancia es que un organismo en el cual se elimina el gen que la codifica 
(“knock-out”) muere tempranamente durante el desarrollo embrionario 57.  
DNMT2: Parece tener una escasa actividad 58,59. 
DNMT3A y DNMT3B: Fueron identificadas poco después realizando 
comparación de secuencias en bases de datos. Son responsables de la metilación “de 
novo” del ADN, particularmente durante la embriogénesis. Su actividad se reduce 
durante la diferenciación, y permanece baja en tejidos somáticos en el adulto 60.  
La expresión de DNMT3A es ubicua, mientras que DNMT3B se expresa a bajos 
niveles en la mayoría de tejidos 61. La expresión de DNMT3B se ha observado 
enormemente incrementada en varias líneas celulares tumorales, indicando que podría 
jugar un papel importante en la tumorogénesis 61,62. Además DNMT3A y DNMT3B 
han demostrado ser responsables de los patrones de metilación observados en las 
primeras etapas de la gametogénesis masculina 63. 
Los patrones de metilación tienen un papel todavía no bien conocido, pero se 
pueden transmitir de una célula a sus descendientes. Se conoce como impronta 
genómica a la modificación epigenética de una región génica en el gameto o zigoto que 
producirá una expresión diferencial de los dos alelos en las células de la descendencia. 
También se conoce que existen proteínas capaces de unirse de manera específica a las 
zonas metil-CpG 64. La primera que se descubrió fue MeCP2 (methyl-CpG binding 
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protein 2) y la búsqueda en bases de datos permitió identificar otras cuatro proteínas 
con homología de secuencia: MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4 65.  
La metilación también parece tener un importante papel durante el desarrollo 
del embrión 66 habiéndose observado cambios en los patrones de metilación durante el 
desarrollo embrionario; por ejemplo uno de los cromosomas X en mujeres se silencia 
mediante este sistema 67. Los gametos aparecen altamente metilados, sobre todo el 
espermatozoide 68. Tras la fecundación sucede una amplia desmetilación del genoma, y 
posteriormente comienza de nuevo una amplia metilación que varía según los linajes 
celulares.  
La metilación, además de tener un papel regulador del desarrollo, también 
puede tener un papel patológico en el individuo adulto al provocar el silenciamiento de 
un gen que en condiciones normales debería estar expresándose. La relación entre 
metilación de la región promotora y el silenciamiento de la expresión del gen ha sido 
ampliamente documentado 69-71. Además se ha evidenciado una relación lineal entre el 
incremento de la metilación del genoma y el envejecimiento 72; fenómeno que se ha 
observado también en tumores y en células en cultivo 73. 
 
1.1.3.2.2 Modificación de histonas 
Las modificaciones de histonas representan el sistema de regulación epigenética 
que muestra el rango más amplio de variaciones, agrupando más de 50 sitios conocidos 
de modificación 74. Las histonas se empaquetan formando un octámero alrededor del 
cual se enrolla el ADN (Figura 7), y sus colas están sujetas a varias formas de 
modificación post-traduccional, entre las que se incluyen metilación, citrulinación, 
acetilación, fosforilación, SUMOilización y ADP-ribosilación (Figura 8) 75. Estas 
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modificaciones tienen como consecuencia biológica actuar como marcadores para la 
unión de complejos proteicos reguladores que afectan a la estructura del nucleosoma, 
constituyendo lo que se ha denominado un “código de histonas” 76. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7: Representación del nucleosoma: donde se muestran la posición de los aminoácidos 
susceptibles de ser modificados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8: Representación de los aminoácidos modificables en cada histona y el tipo de la misma. 
 
Aunque la posible interacción que puedan jugar las distintas modificaciones en 
las histonas continúa siendo bastante desconocida, un paradigma está emergiendo 
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rápidamente según el cual metilación, acetilación o fosforilación en sitios 
independientes podrían estar actuando conjuntamente para producir una misma 
respuesta biológica 77. Esta cooperación ya ha sido demostrada entre acetilación y 
fosforilación de la histona H3 durante el ciclo celular 78, y la competencia entre 
metilación y acetilación de la lisina 9 de la histona H3 en el establecimiento o 
disrupción de la heterocromatina 79. 
Desde que en 1964 Allfrey advirtiera una correlación entre un incremento de la 
acetilación de histonas y el aumento de la trascripción 80, mucho se ha descubierto 
sobre la relación entre acetilación, replicación, reparación y estructura de la cromatina 
81. La hiperacetilación de las lisinas de las histonas disminuye su carga positiva, 
reduciendo por tanto su afinidad por la carga negativa del ADN, y permitiendo el 
acceso de los factores transcripcionales a las regiones promotoras de los genes 82. 
Inversamente, la desacetilación se cree que dificulta la accesibilidad al ADN al 
restaurar la carga positiva 83. Además se ha observado que la acetilación de la región 
amino terminal de las histonas situadas cerca de los promotores génicos sirven de 
anclaje a los complejos iniciadores de la transcripción 84. En cuanto a la duración de 
estas modificaciones, parece ser que la acetilación de las histonas es un fenómeno 
efímero, sin embargo la metilación confiere una memoria epigenética a largo plazo 85. 
Muchas evidencias sugieren que la metilación de lisinas juega un papel crítico en 
fenómenos como la regulación transcripcional, la inactivación del cromosoma X, la 
metilación del ADN y la formación de heterocromatina 86. 
Dentro de la histona H3 se encuentran muchas de las lisinas metiladas por las 
metiltransferasas. La metilación de las lisinas 9 y 27 se correlacionan con un 
silenciamiento de la expresión, mientras que la metilación de las lisinas 4, 36 y 79 se 
relacionan con genes activos transcripcionalmente 87. 
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1.1.4 Los genes reparadores hMLH1 y hMSH2 
La primera evidencia que indicó que este sistema de reparación podía estar 
implicado en cáncer proviene de estudios realizados en casos esporádicos de cáncer 
colorrectal, en los que se detectaron numerosas alteraciones en secuencias 
microsatélites 49,88. Posteriormente se confirmó que esta MSI era común en pacientes de 
HNPCC 50. Sin embargo no fue hasta los trabajos de Strand realizados en bacterias 
cuando se relacionó la presencia de MSI con un posible defecto en la maquinaria 
reparadora 89. 
La implicación de estos genes en el desarrollo tumoral se produce de forma 
indirecta, puesto que no están implicados en el control de la división y proliferación 
celular. Sin embargo un defecto en los mismos puede provocar un aumento en la tasa 
de inestabilidad genómica de hasta 1000 veces 90, concentrándose la misma en 
secuencias microsatélite. Por esta razón, la presencia de un microsatélite en la región 
codificante de un gen hace que éste tenga una mayor susceptibilidad a sufrir 
mutaciones.  
Se conocen varios genes implicados en reparación post-replicativa del ADN 
(mismatch repair genes o MMR): MLH1, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 y PMS2 91. 
Entre éstos, la mayoría de las mutaciones se concentran en MLH1 y MSH2 92,93, y como 
consecuencia se pierde la capacidad de la célula para corregir los errores producidos en 
la replicación del ADN. 
En bacterias se conocen 2 complejos encargados de la reparación, denominados 
MutS y MutL, que están compuestos cada uno de ellos por la dimerización de una 
misma proteína formando un homodímero 94. La función del complejo MutS es el 
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reconocimiento de desapareamientos en la secuencia de ADN, mientras que el 
complejo MutL sirve de anclaje entre el complejo MutS y el resto de la maquinaria 
reparadora. En humanos los complejos no están formados por homodímeros, sino por 
heterodímeros (Figura 9-A), esto quiere decir que cada complejo está compuesto por la 
unión de 2 proteínas diferentes. A la hora de su nomenclatura los homólogos humanos 
de estos genes se nombran anteponiendo la letra “h” al nombre del gen y también al del 
complejo. Del complejo hMutS pueden encontrarse en humanos 2 variantes, hMutSα, 
formado por la unión de hMSH2-hMSH6, y hMutSβ formado por la unión de hMSH2-
hMSH3. De éstos el que aparece de forma mayoritaria es hMutSα, y su función es el 
reconocimiento de desapareamientos de 1 ó 2 nucleótidos de extensión95,96. Por otro 
lado el complejo hMutSβ reconoce errores que afectan a un número de bases mayor 
(Figura 9-B). Estos complejos hMutS rodean el ADN como un anillo y lo recorren en 
busca de un mal apareamiento (Figura 9-C). Una vez detectado el error por parte del 
complejo hMutS se le une el complejo hMutL, formado por los heterodímeros hMLH1-
hPMS2 o hMLH1-hPMS1 y posteriormente el resto de maquinaria reparadora, 
encargada de cortar y eliminar la cadena errónea, y posteriormente resintetizarla 
correctamente 97 (Figura 9-D). 
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Figura 9: Estructura de los complejos MMR: A) Diferentes complejos de proteínas MMR capaces de 
reconocer apareamientos erróneos en el ADN. B) Cada complejo que rodea el ADN reconoce errores de 
un determinado tamaño. El grosor de la flecha es indicativo de la preferencia de cada complejo por los 
errores según sus tamaños C) Modelo del complejo de hMSH2-hMSH6 rodeando la fibra de ADN. D) 
Reconocimiento de error y unión al resto de maquinaria reparadora que elimina el fragmento erróneo y 
resintetiza la hebra.  
 
De todos los genes MMR son hMLH1 y hMSH2 los que concentran la mayoría 
de las mutaciones conocidas que provocan inestabilidad de microsatélites. Una posible 
explicación puede deberse a que tanto en el complejo hMutS como hMutL la función 
realizada por las proteínas hMSH2 y hMLH1 respectivamente no puede ser suplida por 
otra. Sin embargo, mutaciones en las proteínas MMR que sirven de pareja a hMLH1 
(hPMS1 y hPMS2) y hMSH2 (hMSH3 y hMSH6) no son tan nocivas porque no se 
pierde totalmente la capacidad de corrección, tan solo la de algún tipo concreto de 
error. Además existe cierta redundancia funcional entre proteínas como MSH3 y 
MSH6, siendo el efecto de una doble mutación en los genes hMSH3 y hMSH6 similar 
al de una mutación en el gen hMSH2 puesto que se pierde totalmente la capacidad de 
reconocer los errores 98. Se ha demostrado que la capacidad de reconocer el error reside 
en la subunidad hMSH6 del heterodímero 99, una vez reconocido el error se une el 
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heterodímero hMLH1-hPMS2 el cual es el más activo en humanos 100, y recluta al resto 
de maquinaria reparadora.  
En cuanto a otros complejos como hMLH1-hPMS1 y hMLH1-hMLH3 todavía 
no se conoce exactamente cual puede ser su implicación en tipos tumorales que cursen 
con presencia de MSI.101. Se ha demostrado que tienen funciones redundantes, y por 
tanto mutaciones en hPMS1 y hMLH3 presentan una baja penetrancia102. Además la 
expresión de hPMS1 es 10 veces menor que la de hPMS2, y aunque se une 
eficientemente a hMLH1, no consigue realizar la misma función que el complejo 
formado por hMLH1-hPMS2103. 
El gen hMLH1 se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 en la posición 
3p22, esta formado por 19 exones y codifica una proteína de 756 aminoácidos.. El gen 
hMSH2 se localiza en el brazo corto del cromosoma 2 en la posición 2p21, está 
formado por 16 exones y codifica 934 aminoácidos, y (Figura 10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Localización cromosómica de los genes hMSH2 y hMLH1 en los cromosomas 2 y 3 
respectivamente. También se muestran la estructura de los exones y la extensión de los mismos. 
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1.1.4.1 El Síndrome de Lynch 
La enfermedad originada por mutaciones en los genes MMR se denomina 
Síndrome de Lynch, o cáncer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC), pues ésta 
última es la manifestación más común de dicho síndrome 104. Está provocado por la 
acumulación de errores producidos en secuencias microsatélites durante la replicación, 
como consecuencia de la disfunción de la actividad reparadora de los genes MMR, 
estimándose dicha acumulación de mutaciones en torno a 105 en un tumor 49. Las 
principales características del Síndrome de Lynch son: patrón de herencia autosómico 
dominante, penetrancia del 90% y edad media para el desarrollo de cáncer de colon de 
45 años 105. Suele provocar la aparición de varios tumores colorrectales, tanto 
sincrónicos como metacrónicos, y riesgo elevado de sufrir otros tipos tumorales 
extracolónicos, especialmente endometrio, ovario, estómago, intestino delgado, 
páncreas, uréter y pelvis renal 2, caracterizados todos ellos por la presencia de MSI50,51. 
En tumores hereditarios con MSI, la principal forma de inactivación de los 
genes MMR es por mutación, sin embargo en tumores esporádicos con MSI la forma 
más común de inactivación es mediante la metilación del promotor del gen hMLH1. 
Este fenómeno se ha evidenciado en cáncer colorrectal 106, cáncer endometrial 107 y de 
estómago 108, sin embargo en otros genes reparadores como hMSH2,  hMSH6 y hMSH3 
no se ha observado presencia de hipermetilación. 109-111. Se estima que entorno al 15% 
de los cánceres colorrectales podrían estar causados por defectos en los genes 
reparadores: la mayoría de los HNPCC, que suponen un 5% del total, así como un 10% 
de los de origen esporádico. El 85% restante seguirían la ruta supresora, caracterizada 
por la presencia de inestabilidad de tipo cromosómico.  
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Para evaluar el grado de MSI y unificar criterios se eligieron una serie de 
microsatélites consenso conocidos como microsatélites de Bethesda112. Estos cinco 
microsatélites son BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S345 y D17S250. De acuerdo con los 
criterios internacionales se suele dividir la MSI en alta inestabilidad (MSI-High) 
cuando dos o más de estos microsatélites presentan inestabilidad, o baja (MSI-Low) si 
el número es menor de dos 113. Como diagnóstico del HNPCC se crearon una serie de 
criterios, cuya última revisión se realizó en 2004 113, y son los siguientes: 
-Cáncer colorrectal diagnosticado en pacientes antes de los 50 años. 
-Independientemente de la edad del individuo, que exista la presencia de cáncer 
colorrectal sincrónico o metacrónico u otros tumores asociados a HNPCC. 
-Cáncer colorrectal con MSI-H diagnosticado histológicamente antes de los 50 
años. 
-Cáncer colorrectal diagnosticado en uno o varios familiares de primer grado 
afectado de HNPCC o tumores relacionados y que fueron diagnosticados antes de los 
50 años de edad. 
-Cáncer colorrectal diagnosticado en dos o más familiares de primer o segundo 
grado independientemente de la edad. 
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1.2 INTRODUCCIÓN AL CÁNCER RENAL 
1.2.1 Epidemiología 
Los tumores renales malignos suponen el 2-3% de las neoplasias del adulto, 
ocupando el carcinoma de células renales (CCR) el 80-85% de todos ellos. Es el tercer 
tumor más frecuente del aparato genitourinario, solamente precedido de los tumores de 
próstata y vejiga, y ocupa la décima posición en frecuencia de todas las neoplasias en el 
varón y la decimocuarta en la mujer 114,115.  
En España, el carcinoma renal representa el 2,9% de los tumores del varón y el 
1,7% en la mujer. Se diagnostican alrededor de 2000 nuevos casos anuales, con una 
incidencia de 4,1 a 4,5 cada 100.000 habitantes/año 114. La incidencia del CCR ha ido 
aumentando en los últimos 30 años, siendo el diagnóstico incidental la causa 
fundamental de este incremento por el mejor uso de técnicas de imagen.  
El CCR es de 1,6 a 2 veces más frecuente en el sexo masculino, apareciendo 
fundamentalmente a partir de los 50 años, con un pico máximo de incidencia en la 
sexta década de la vida. Por debajo de esta edad su incidencia es rara, de manera que 
menos del 4% de los tumores renales aparecen por debajo de los 40 años 116. En los 
niños es poco frecuente representando el 2% de las neoplasias infantiles 114,117. 
En España la tasa de mortalidad varía según sexo de 1,1-2,8 por 100.000 y es 
responsable de 800 fallecimientos anuales 118. A pesar de todas estas circunstancias, el 
pronóstico de los pacientes diagnosticados de CCR ha mejorado en los últimos años, 
variando la tasa de supervivencia relativa a los 5 años de un 36-39% en los años sesenta 
hasta un 50-60% a finales de los ochenta 117. 
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Aunque no parece haber un factor relevantemente importante de riesgo de 
desarrollo de CCR, hay estudios que relacionan un aumento de incidencia entre 
fumadores 116, en personas obesas,119,120 en dietas con elevado aporte calórico 121,122 y 
bajo aporte de minerales y vitamina E 121. En cuanto a factores ocupacionales se ha 
descrito un aumento de riego en trabajadores expuestos a asbesto, cadmio y plomo en la 
industria metalúrgica, así como a los expuestos a hidrocarburos y derivados del 
petróleo. 
 
1.2.2. Biología molecular del CCR 
Los CCR constituyen un grupo heterogéneo de tumores que aparecen tanto de 
forma esporádica como de forma hereditaria. El 85% de las formas esporádicas 
corresponden al tipo histológico de células claras, el 5-10% son carcinomas papilares y 
el resto son tipos histológicos extraños como los carcinomas cromófobos o los 
carcinomas de túbulos colectores.  
Los casos hereditarios representan aproximadamente el 4% de los CCR, y en la 
actualidad se admiten 3 formas de cáncer renal hereditario: 
1) Carcinoma renal hereditario de células claras (HCRC). 
2) Carcinoma renal asociado al Síndrome de Von Hippel-Lindau (VHL). 
3) Carcinoma renal hereditario papilar (HPRC). 
Desde el punto de vista citogenético la principal alteración detectada en los 
tumores de células claras esporádicos es la pérdida del brazo corto del cromosoma 3 123, 
situándose el 90% de ellas en la región comprendida entre 3p12-3p25 124. En esta 
región se localiza el gen supresor VHL cuya mutación origina el síndrome conocido 
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como Von Hippel-Lindau. Los individuos afectados por esta enfermedad presentan 
riesgos mayores de padecer tumores en diferentes órganos, incluyendo riñones, 
cerebelo, espina dorsal, oído interno y glándulas adrenales125. El gen VHL no sólo 
aparece mutado en los casos hereditarios, sino que también lo hace en los casos 
esporádicos, con una frecuencia superior al 80 % en los tumores de célula clara 126.  
Bioquímicamente la principal función de la proteína VHL es controlar la 
degradación del factor inducible por hipoxia HIF. En presencia de oxígeno, las enzimas 
denominadas prolin-hidroxilasas específicas de HIF hidroxilan a este factor 
transcripcional 127, el cual una vez hidroxilado es reconocido por la proteína VHL que 
lo marca por ubiquitinación para su posterior degradación vía proteosoma 128. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11: Representación de la ruta bioquímica del factor HIF-1α, el cual es hidroxilado por las 
prolin-hidroxilasas en presencia de oxigeno, estado en el cual es reconocido por la proteína VHL que lo 
poliubiquitiniza quedando de esta forma marcado para su degradación. 
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El factor HIF regula la expresión de hasta 60 genes de respuesta a hipoxia, que 
favorecen la supervivencia celular y la angiogénesis en condiciones de carencia de 
oxígeno 129, y es detectable en muchos tumores, mientras que no lo es en tejido normal 
130. La presencia de HIF es necesaria en la progresión tumoral, puesto que uno de los 
requisitos necesarios para que el tumor consiga crecer es que exista una importante 
neovascularización que provea de oxígeno y nutrientes. Además VHL podría tener un 
papel en el mantenimiento de la matriz extracelular 131 y control de la movilidad celular 
132. En la misma línea otros estudios demuestran que la ausencia de VHL se traduce en 
una pérdida de E-cadherina 133, proteína necesaria para la correcta adhesión celular, y 
cuya ausencia podría jugar un papel decisivo en fenómenos como la migración celular 
y metástasis 134. 
 
1.2.3 Anatomía patológica 
1.2.3.1 CCR de células claras: 
A este tipo tumoral corresponden más del 80% de todas las neoplasias renales 
del adulto. Se considera que su origen se encuentra en el túbulo proximal de la nefrona. 
Macroscópicamente son tumores grandes, con un diámetro medio de 8 cm. y con cierta 
frecuencia son múltiples, sobre todo cuando aparecen asociados a una enfermedad 
quística adquirida (pacientes dializados) y a la enfermedad de Von Hippel-Lindau. 
Histológicamente está formado por células grandes, columnares, cuboideas o 
poligonales. Los límites celulares son nítidos y el citoplasma claro, casi transparente. 
Los núcleos son centrales, y su tamaño y forma varían dependiendo del grado tumoral. 
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Las células se disponen siguiendo un patrón sólido, trabecular o alveolar, rodeadas por 
una fina red de capilares.  
 
1.2.3.2 CCR papilar 
Es el segundo en frecuencia y supone un 10-15% de los CCR. La característica 
histológica fundamental de este tipo de tumores es su arquitectura papilar, formada por 
ejes centrales conectivo-vasculares rodeados por células epiteliales neoplásicas 135. 
Estas células tienen un citoplasma granular eosinófilo o basófilo, por lo que también se 
ha denominado carcinoma cromófilo 136. Desde el punto de vista citogenético presenta 
trisomía de los cromosomas 7 y 17, y pérdida del cromosoma Y. Otros cromosomas 
que pueden estar implicados son el 3q, 12, 16 y 20. 
 
1.2.3.3 CCR cromófofobo 
Ocupa el tercer lugar en frecuencia de aparición de los tumores malignos 
epiteliales de riñón y representa alrededor del 5% de todos los CCR 135. Normalmente 
presentan pérdidas en los cromosomas 1, 2, 6,10, 13, 17 y 21137,138. 
Estos tumores tienen unas particularidades morfológicas, histoquímicas y 
ultraestructurales diferentes al resto de los CCR. Seguramente por su origen distinto, ya 
que derivan de la porción cortical de los ductos colectores 139. Se describen dos 
variantes de este subtipo histológico: 
-Variante clásica: Compuesta por células de gran tamaño, redondeadas o 
poligonales, que adoptan habitualmente un patrón sólido, aunque puede ser trabecular, 
tubular o quístico. Con frecuencia presenta células binucleadas. 
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-Variante eosinófila: Presenta células más pequeñas con abundante citoplasma 
granular intensamente eosinófilo, positivo para hierro coloidal con la tinción de Hale y 
con abundantes microvesículas. 
 
1.2.3.4 Carcinoma de los ductos colectores 
También llamado carcinoma de los ductos de Bellini, constituye menos del 1% 
de los CCR. Pueden formar papilas, túbulos o ductos revestidos por células de 
citoplasma finamente granular con núcleos atípicos y nucleolos prominentes. La 
caracterización genética es difícil, ya que la pequeña incidencia de estos tumores hace 
que haya pocos estudios. Se han descrito pérdidas de material genético en los 
cromosomas 1, 6, 8p, 14, 15 y 22 140,141. 
 
1.2.3.5 Carcinoma sarcomatoide 
El carcinoma sarcomatoide no es un subtipo de CCR propiamente dicho, sino 
que esta denominación se reserva para aquellos tumores que presumiblemente tienen un 
origen determinado y que han sufrido una transformación maligna, pobremente 
diferenciada, pero no son primitivamente sarcomatosos. Esta diferenciación 
sarcomatoide ocurre en 1-4% de los CCR, pero la variante histológica que más 
frecuentemente la sufre es el CCR de células claras135. 
Son tumores con un elevado grado de atipia nuclear, importante presencia de 
necrosis intratumoral y mayor frecuencia de invasión microvascular, aspectos que les 
confieren un mal pronóstico.  
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1.2.3.6 Carcinoma de células renales inclasificado 
En esta categoría se engloban aquellos tumores que no se pueden catalogar en 
ninguna de las descritas anteriormente, bien por su diferenciación sarcomatoide o bien 
porque su patrón arquitectural no responde a las características de los otros subtipos. 
También se incluyen en este apartado los tumores productores de mucina, los que 
tienen mezcla de elementos estromales y epiteliales, y los de tipos celulares 
irreconocibles. 
 
1.2.4 Factores pronósticos 
1.2.4.1 Grado nuclear 
El grado nuclear es un parámetro que cataloga las distintas características de los 
núcleos celulares y que se ha intentado poner en relación con el pronóstico de los 
pacientes con CCR. Han sido propuestas numerosas clasificaciones para el grado 
nuclear, siendo el sistema propuesto por Fuhrman el más utilizado hoy en día. No 
obstante, este sistema también tiene sus limitaciones, y está sujeto a controversia 142 
(Tabla 1). 
El establecimiento del grado nuclear es un método que se sirve de la 
subjetividad, por lo que existe una elevada variabilidad inter-observador que hace que 
no sea del todo satisfactorio. Además la clasificación en cuatro categorías lo hace 
especialmente tedioso para el patólogo. No se han encontrado diferencias pronósticas 
entre los grados 1 y 2, por lo que se ha propuesto la posibilidad de transformar este 
sistema en uno de tres categorías. Cuando coexisten dos o más grados, no se ha 
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establecido la cantidad de células con grado superior para catalogar el tumor en la 
categoría de mayor grado. Tampoco ha quedado claro si deben graduarse todos los 
subtipos histológicos. 
 
 
 
 
 
 
1.2.4.2 Estadio tumoral 
Aunque el sistema de clasificación clásico descrito por Robson 143 tiene todavía 
hoy vigencia, la clasificación más utilizada actualmente en la estadificación tumoral es 
la del sistema TNM (Tabla 2), cuya última revisión se produjo en el año 1997 144. 
 Después del tipo histológico, la estadificación tumoral es el factor pronóstico 
más importante en cuanto a supervivencia 145. Con la nueva revisión del sistema TNM, 
el tamaño tumoral juega un papel muy importante, ya que las dos primeras categorías T 
(T1 y T2) sólo tienen en cuenta este parámetro y el límite de 7 cm entre un estadio y 
otro es para algunos autores excesivo, dado que el tamaño tumoral tiene por sí solo un 
valor pronóstico 146,147. 
La invasión tumoral de la vena renal, vena cava, pelvis renal y grasa perirrenal 
son todavía objeto de discusión. No está claro que la invasión en la vena renal produzca 
una disminución de la supervivencia, ni tampoco la invasión de la vena cava. No parece 
haber diferencias en términos de supervivencia para los sub-estadios patológicos de 
pT3 146,147. No ocurre lo mismo con la invasión tumoral de los ganglios linfáticos y la 
Tabla 1: Descripción de los distintos grados celulares de Fuhrman 
grado Tamaño nuclear Contorno nuclear nucleolo 
1 10µm 
Redondeado y 
uniforme  
Ausente o no prominente  
2 15µm Irregular  Pequeño  
3 20µm Irregular  Prominente  
4 ≥20µm Multilobulado, 
bizarro  
Prominente con grumos de 
cromatina gruesos  
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presencia de metástasis, que son factores decisivos en el pronóstico de los pacientes 
con CCR 145,147. 
Tabla 2: Clasificación TNM de los tumores renales 
T- Tumor primario 
Tx  No se puede evaluar el tumor primario  
T0  No hay evidencia de tumor primario  
T1  Tumor de diámetro máximo menor o igual a 7 cm, limitado al riñón  
T1a.- Tumor ≤ 4 cm  
T1b.- Tumor > 4 cm y < 7 cm  
T2  Tumor de diámetro máximo mayor a 7 cm, limitado al riñón  
T3  Tumor que se extiende a las venas principales o invade la glándula suprarrenal o 
los tejidos perirrenales, pero sin atravesar la fascia de Gerota.  
T3a.- Invade glándula suprarrenal o tejidos perirrenales, sin atravesar la fascia 
de Gerota  
T3b.- Se extiende a las venas renal o cava por debajo del diafragma  
T3c.- Se extiende a la vena cava por encima del diafragma  
T4  Tumor que atraviesa la fascia de Gerota  
N- Ganglios linfáticos regionales 
Nx  No se pueden evaluar los ganglios linfáticos regionales  
N0  No se demuestran metástasis ganglionares regionales  
N1  Metástasis en un único ganglio linfático regional  
N2  Metástasis en más de un ganglio linfático regional  
M- Metástasis a distancia 
Mx  No se pueden evaluar las metástasis a distancia  
M0  No hay metástasis a distancia  
M1  Metástasis a distancia  
  
 
 
 
 
 
 
 
Estadio I  T1 N0 M0  
Estadio II  T2 N0 M0  
Estadio III  
T3a, N0 M0 
T3b, N0 M0 
T3c N0 M0 
T3a N1 M0 
T3b N1 M0 
T3c N1 M0 
Estadio IV  
T4 N0, N1 M0,  
Cualquier T N2 M0,  
Cualquier T Cualquier N M1 
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1.2.4.3 Otros factores pronósticos 
Pese a que el estadio y el grado tumoral son los dos factores pronósticos más 
importantes para predecir la supervivencia en los pacientes sometidos a nefrectomía 
radical, algunos pacientes con el mismo estadio y grado muestran variaciones 
significativas en el curso de la enfermedad. Por ello se ha tratado de utilizar otros 
factores pronósticos como: 
-Tipo celular: Generalmente los tumores bien diferenciados formados por 
células claras o células granulares tienen mejor pronóstico que los tumores mixtos o los 
que tienen células fusiformes o anaplásicas. 
-Patrones histológicos: El CCR puede crecer  según varios patrones 
histológicos: sólido, tubular, quístico, papilar. Puesto que los estudios realizados 
parecen ser contradictorios, en la actualidad no se puede considerar el patrón de 
crecimiento histológico como un factor con significación pronóstico. 
-Morfometría nuclear: Los diversos parámetros nucleares que pueden 
analizarse son área, perímetro, diámetro mayor, forma, tamaño, factor de elongación, 
factor de regularidad y área nucleolar. La laboriosidad de la técnica y su influencia por 
diversas fuentes de error, como la falta de uniformidad en el procesamiento del tejido y 
la propia técnica de medida son los mayores inconvenientes de esta metodología. 
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1.2.5 Historia natural y tratamiento del adenocarcinoma renal  
Una de las características que definen la historia natural del CCR es la gran 
variabilidad de su comportamiento. Puede presentarse de diversas formas, y la triada 
típica descrita por Guyon, compuesta por dolor, masa en flanco y hematuria, es 
bastante infrecuente, presentándose en menos del 10% de los casos. Esto hace que hoy 
en día la forma de diagnóstico más habitual sea la incidental, y en caso de que exista 
clínica, la hematuria es el síntoma más frecuente 148. 
La capacidad de metastatización de estos tumores es independiente del tamaño 
tumoral, son neoplasias que tienen tendencia a la multifocalidad o presencia de nódulos 
satélites 149 y la capacidad de progresión y de recurrencia es imprevisible, ya que se han 
descrito recidivas tardías e incluso regresiones espontáneas de lesiones metastásicas. En 
resumen, la presencia de metástasis es frecuente, llegando hasta un 30% al diagnóstico, 
pudiendo aparecer éstas en sitios inusuales 150.  
La nefrectomía radical es considerada el tratamiento de elección en el cáncer 
renal. Robson demostró un aumento de supervivencia en pacientes con CCR tratados 
con esta técnica frente a aquellos tratados con nefrectomía simple 143. En los últimos 
años, la proporción de pacientes sometidos a cirugía como tratamiento único en 
pacientes con CCR en estadios I, II ó III aumentó ligeramente, mientras que dicho 
procedimiento como única opción terapéutica disminuyó cuando se trataba de tumores 
en estadio IV 151. 
La nefrectomía parcial se ha introducido, en los últimos años, como una técnica 
alternativa a la cirugía radical, que en casos seleccionados y con riñón contralateral 
sano, obtiene resultados similares a los conseguidos con la nefrectomía radical 152. 
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En un estudio, la supervivencia relativa a los 5 años para pacientes tratados 
quirúrgicamente, fue del 87% para estadios I y II, del 63,6% en estadio III y del 21,9% 
en estadio IV151. Otras formas de tratamiento obtuvieron tasas de supervivencia pobres 
en comparación con la cirugía (considerando en este caso sólo tumores en estadio IV). 
La supervivencia fue significativamente mayor en pacientes menores de 50 años que en 
aquellos de edad superior 151.  
El CCR es uno de los tumores con menos respuesta al tratamiento 
quimioterápico. Tampoco las radiaciones o la hormonoterapia han sido efectivas hasta 
el momento y la única terapia adyuvante a la cirugía parece ser la inmunoterapia, la 
cual todavía no se ha establecido como tratamiento eficaz, pero parece tener cierta 
utilidad, quedando como una alternativa prometedora 153,154. 
La inmunoterapia se basa en la modulación de la respuesta biológica que se 
establece entre el tumor y el huésped, en especial con su sistema inmune. Se usa 
fundamentalmente para el tratamiento del cáncer renal metastásico. Las moléculas que 
más utilidad han demostrado en este sentido son el interferón alfa (IFN-α) y la 
interleuquina-2 (IL-2)145 El IFN-α posee actividad antiviral y también anticancerosa. 
Las características inmunorreguladoras de esta molécula incluyen la activación de 
macrófagos y monocitos; incremento de la actividad de las células citotóxicas natural 
killer (NK); inducción de la expresión antígeno-específica en la superficie celular y 
aumento de la actividad de los linfocitos T citotóxicos. Como sustancia antineoplásica 
como tal, las funciones del IFN-α no están claramente establecidas, pero incluyen la 
inhibición de la síntesis proteica, el aumento de la respuesta inmunológica y efectos 
directos en la regulación génica 153. 
Por otro lado, la IL-2 supone otro inmunorregulador con actividad 
antineoplásica demostrada en el cáncer renal. Se trata de una glicoproteína producida 
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por los linfocitos T. Dentro de sus funciones reside la activación de las células NK, la 
regulación de la proliferación linfocitaria, la estimulación de células citotóxicas, la 
producción secundaria de citokinas y el incremento de los niveles de proteína C 
reactiva. El uso de IL-2 recombinante en el tratamiento del cáncer renal metastásico se 
basa en la capacidad de regulación de la misma sobre las poblaciones celulares que 
están involucradas en la respuesta antitumoral del sistema inmune 153.  
En los últimos años se están empezando a estudiar los inhibidores de la 
angiogénesis como tratamiento del CCR. Las vías de regulación de los procesos de 
angiogénesis están alteradas en la mayoría de los tumores renales. El factor de 
crecimiento vascular (VEGF) es el responsable de desencadenar la respuesta 
angiogénica y está regulado por el farctor HIF y este a su vez por la proteína VHL, de 
forma que mutaciones en VHL se asocian a altos niveles de VEGF. Los tratamientos 
utilizados contra la ruta angiogénica regulada por el factor VEGF han sido:  
Bevacizumab: Es un anticuerpo monoclonal que se une específicamente al 
factor VEGF bloqueando su acción. En un estudio realizado en 116 pacientes con CCR 
metastásico se observó un retraso en la progresión en los pacientes tratados que fue 
estadísticamente significativo 155. 
Sunitinib: Es un inhibidor de tirosin-quinasas que inhibe al receptor de VEGF 
(VEGFR-2), con lo que se consigue bloquear la cascada de señalización desencadenada 
por el factor VEGF. En un estudio realizado en 750 pacientes de CCR metastásico se 
observó un 31% de respuesta y un aumento de la supervivencia libre de progresión 
frente a otro grupo al que se suministró interferón 156. 
Sorafenib: Es otra molécula inhibidora de la actividad tirosin-kinasa que 
presentan receptores de factores transcripcionales como VEGFR-2 y PDGFR-B, 
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encargados de activar la respuesta angiogénica. Además también tiene actividad 
bloqueando a la ruta de RAS, la cual se activa por factores de crecimiento y promueve 
la división celular. Desde el punto de vista clínico se ha visto un aumento del tiempo de 
supervivencia libre de progresión en pacientes tratados con este fármaco 157. 
Queda mucho todavía por clarificar sobre el comportamiento y el tratamiento 
del CCR, en este apartado juega un papel importante el laboratorio, ya que la Biología 
Molecular y la Genética son los puntos hacia donde se encamina el futuro 158. 
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Es sabido que existe una vía tumorogénica que implica a los genes reparadores 
de los errores de apareamientos erróneos (genes MMR). Cuando fracasa el sistema de 
corrección de estos errores se produce un incremento en la tasa de mutación de las 
células afectadas. Como consecuencia los tumores generados por defectos en los genes 
MMR presentan una característica fenotípica molecular llamada “inestabilidad de 
microsatélites” (MSI), que puede usarse como un indicador del estado funcional de la 
maquinaria reparadora. A los tumores que se asocian a esta alteración se les ha 
denominado “error de replicación positivo” (RER+, en terminología anglosajona) o 
cánceres con “fenotipo mutador”.   
El primer proceso tumoral que se asoció a un defecto de esta vía reparadora del 
ADN fue el denominado cáncer colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC) o 
Síndrome de Lynch 159,160, caracterizado por poseer una alta tasa de mutación en 
secuencias microsatélites. Se iniciaron entonces estudios con el objeto de caracterizar el 
estado funcional de los genes reparadores, encontrándose alteraciones sobre todo en los 
genes hMSH2 y hMLH1, que son considerados como los principales genes reparadores 
de los errores de la replicación.  
Los casos de HNPCC muestran una alta frecuencia de secuencias de 
microsatélites alteradas y un 90% se han podido determinar como RER+. Además, se 
ha podido establecer que entre el 10 y el 15% de los cánceres colorrectales 
considerados como esporádicos son RER+. Estos carcinomas comparten características 
clínicas con los HNPCC, de forma que los pacientes con cáncer colorrectal y “fenotipo 
mutador” parecen tener mejor pronóstico que los RER-. Asimismo, se ha observado 
que los pacientes con Síndrome de Lynch tienen un alto riesgo de padecer tumores 
extracolónicos, tales como uterinos, ováricos, gástricos o uroteliales, constituyendo lo 
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que se ha dado en llamar Síndrome de Lynch tipo II. En estos tumores extracolónicos 
ha sido descrita también la presencia de MSI 161. 
En relación con los tumores urológicos, se ha encontrado una asociación entre 
HNPCC y la aparición de tumores de células transicionales. Esta relación es más fuerte 
cuando se trata de tumores uroteliales que asientan en el tracto urinario superior, es 
decir: cálices, pelvis renal y uréter 162. 
La implicación de las alteraciones en genes reparadores ha sido escasamente 
documentada en los tumores de localización urológica, limitándose hasta el momento 
fundamentalmente a los tumores uroteliales, 162-166. Al estudiar las características 
genéticas de estos tumores, se ha observado que la inestabilidad de microsatélites es 
bastante infrecuente en aquellos que asientan en la vejiga de la orina en relación a los 
que se localizan a nivel del tracto urinario superior, donde se ha podido constatar hasta 
un 46% de MSI en al menos 1 de los 5 microsatélites usados en el estudio 167. Esto 
puede hacer pensar en la existencia de diferencias genéticas entre ambos tipos de 
tumores, aunque embriológicamente e histológicamente sean similares y estén 
formados por una misma estirpe celular. También se ha involucrado la existencia de 
MSI con una mayor tendencia a desarrollar tumores de urotelio superior con patrón de 
crecimiento invertido 162. Finalmente se han descrito deficiencias en la expresión de las 
proteínas codificadas por los genes reparadores en los tumores uroteliales, ya sean de 
localización vesical, como de urotelio superior 163, incluso se ha intentado dar valor 
pronóstico a la expresión de dichas proteínas, dado que aquellos tumores de estadio y/o 
grado superior presentan una pobre expresión de las proteínas reparadoras 164. 
En relación al cáncer renal, esta neoplasia supone aproximadamente el 3% de 
todos los tumores, siendo el carcinoma de células renales (CCR) la neoplasia maligna 
más frecuente en el riñón adulto. Su incidencia tiende a aumentar anualmente, aunque 
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este fenómeno se puede explicar en parte por el uso de técnicas diagnósticas más 
resolutivas tales como la ecografía, la TAC y la RMN, 168. El tumor renal más frecuente 
es el carcinoma de células renales, que puede aparecer en el contexto de enfermedades 
hereditarias o de manera esporádica. La forma esporádica de estos tumores representa 
el 96% de los casos, de ahí el gran interés en conocer los mecanismos moleculares que 
inician la formación de estos tumores.  
Las alteraciones genéticas asociadas al tumor renal parecen concretarse en torno 
al brazo corto del cromosoma 3 (3p), habiéndose descrito más de un 90% de 
alteraciones genéticas del 3p, en concreto en la región comprendida entre 3p12 y 3p25 
124. A nivel del locus 3p25-26 se encuentra el gen supresor VHL que se encuentra 
mutado en más de un 75-80% de pacientes con enfermedad de Von Hippel Lindau 
(responsable de la existencia de CCR de carácter familiar). Mutaciones en este gen se 
han visto también en aproximadamente un 50% de casos de CCR esporádico, aunque 
estudios previos de nuestro grupo encontraron porcentajes menores, siendo de un 22% 
en nuestro ámbito geográfico 169,170. 
Los estudios sobre microsatélites y alteraciones en los genes reparadores 
referentes al tumor renal son escasos y la mayoría de ellos hace referencia únicamente a 
la pérdida de heterocigosidad (LOH). En estos estudios se ha comprobado una 
incidencia muy variable de MSI en casos de CCR en función de los microsatélites 
analizados171. Incluso se ha intentado también determinar el valor clínico del análisis de 
microsatélites en plasma 172, dandole valor pronóstico a la existencia de pérdida de 
heterocigosidad 173 e implicar el análisis de microsatelite en la clasificación histológica 
de los distintos subtipos de CCR 174.  
En enfermos con CCR esporádico se ha detectado mediante técnicas de 
inmunohistoquímica y de cuantificación de ARNm, que existe una disminución de la 
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expresión de los genes reparadores hMLH1, hMSH2, hMSH3 y hMSH6. Este descenso 
se ha podido correlacionar con la existencia de MSI y, en algunos casos, también se ha 
asociado con peores grados de diferenciación celular, no habiéndose establecido 
todavía asociación con el estadio tumoral 175. Además, en estudios realizados sobre 
líneas celulares se ha observado la presencia de MSI ligada a mutaciones en el gen 
hMLH1 176. 
En definitiva, los hallazgos realizados hasta el momento sugieren que 
alteraciones en genes reparadores pueden estar asociados con el desarrollo del cáncer 
renal, aunque los estudios sobre las implicaciones de los genes MMR en el carcinoma 
renal son escasos y únicamente proporcionan, hasta el momento, una aproximación 
indirecta, basada fundamentalmente en análisis de microsatélites, estudios de 
inmunohistoquímica o de cuantificación de ARNm, la mayoría de ellos sobre líneas 
celulares de cáncer renal y no sobre pacientes. Además, tampoco se han establecido las 
posibles implicaciones pronósticas de las alteraciones de los genes MMR en pacientes 
con CCR. Esta situación, hace que sea necesaria realizar una evaluación más completa 
de las alteraciones en los genes hMLH1 y hMSH2 a partir de muestras de tejido 
tumoral. Por todo ellos, nos planteamos las siguientes hipótesis y objetivos: 
 
2.1 HIPÓTESIS 
1) Las alteraciones en los genes reparadores hMLH1 y hMSH2 pueden jugar un 
papel importante en la génesis del carcinoma de células renales esporádico. 
2) El estudio de análisis de microsatélites puede utilizarse como marcador en el 
diagnóstico y pronóstico de estos enfermos. 
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2.2 OBJETIVOS 
2.2.1 Principal 
Analizar el estado funcional de los genes reparadores hMLH1 y hMSH2 en 
pacientes con carcinoma de células renales esporádico, usando cuatro aproximaciones 
metodológicas distintas.  
1) Análisis de las variaciones de la secuencia de los genes hMLH1 y hMSH2 
mediante secuenciación de nucleótidos en un grupo de 89 pacientes y 95 controles. 
2) Detección del estado de metilación de la región promotora del gen hMLH1 en 
ADN tumoral mediante la utilización de digestiones enzimáticas. 
3) Determinación de la presencia de inestabilidad de microsatélites utilizando 
los descritos en el panel de Bethesda 112, los microsatélites exónicos de los genes 
TGFβrII, BAX y el microsatélite D3S1611 situado próximo al gen hMLH1.  
4) Valoración de la pérdida de heterocigosidad en los tumores estudiados. 
 
2.2.2 Secundarios 
1) Describir las características clínicas y anatomopatológicas de los pacientes. 
2) Valorar la posible relación entre los datos moleculares y los factores 
pronósticos conocidos en el carcinoma de células renales esporádico.
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1 DISEÑO DEL ESTUDIO 
 Se trata de un estudio descriptivo observacional, analítico y transversal sobre 
pacientes diagnosticados de carcinoma de riñón de células renales y tratados 
quirúrgicamente, siguiendo el protocolo aceptado y adoptado por la comunidad 
urológica internacional, bajo la aprobación del Comité de Ética del Complejo 
Hospitalario Universitario de Albacete. Como grupo control se han incluido pacientes 
diagnosticados de patología urológica benigna y sin antecedentes conocidos de 
patología tumoral familiar. 
 
3.2 SUJETOS DEL ESTUDIO  
 El presente estudio se ha realizado revisando los datos clínicos e histológicos de 
89 pacientes diagnosticados de carcinoma de células renales esporádico y tratados 
quirúrgicamente. Las muestras fueron recogidas de forma consecutiva durante el 
periodo comprendido entre mayo de 2002 y julio de 2006. Todos los sujetos fueron 
diagnosticados con la colaboración del Servicio de Anatomía Patológica, tratados y 
controlados por el personal facultativo del Servicio de Urología del Complejo 
Hospitalario Universitario de Albacete. 
 Los pacientes utilizados como controles fueron reclutados de forma consecutiva 
entre los enfermos que dieron su consentimiento informado y que iban a ser 
intervenidos por patología urológica benigna. En total este grupo lo formaron 95 
sujetos.  
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3.3 CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 
Se incluyeron en el estudio pacientes sometidos a cirugía de exéresis de 
neoplasia renal, ya fuera radical o conservadora de parénquima renal, y en los que el 
diagnóstico anatomopatológico confirmó posteriormente la presencia de un carcinoma 
de células renales. Se desestimaron aquellos pacientes que tras la cirugía fueron 
diagnosticados de otra estirpe tumoral, ya fuera benigna o maligna, y los que 
presentaron historia de enfermedad familiar asociada a la aparición de tumores renales. 
 
3.4 OBTENCIÓN DE MUESTRAS 
 Previo consentimiento informado, una vez realizada la cirugía se extrajo de la 
pieza operatoria y en fresco, muestras de tejido tumoral y tejido renal sano adyacente al 
tumor. A los 95 integrantes del grupo control, se les tomó una muestra de sangre para la 
realización del estudio. Una vez recogidas, las muestras fueron congeladas a -80ºC 
hasta su procesamiento. 
 
3.5 VARIABLES DEL ESTUDIO 
3.5.1 Variables dependientes 
El estado de los genes reparadores hMLH1 y hMSH2 se valoró usando tres 
abordajes distintos, los cuales se complementan y permiten conocer de forma fiable el 
estado funcional de los mismos. Estos tres abordajes fueron: el análisis de la presencia 
de fenómenos de inestabilidad de secuencias microsatélite, el estudio de la presencia de 
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hipermetilación del promotor del gen hMLH1, y la existencia de alteraciones en la 
secuencia de nucleótidos de los genes hMLH1 y hMSH2. 
 
3.5.1.1 Análisis de secuencias microsatélite  
La inestabilidad en secuencias microsatélite (MSI) es consecuencia directa de 
una disfunción en la capacidad reparadora del ADN. Por tanto, la caracterización de 
estas secuencias permite valorar el estado funcional de los genes MMR. El estudio de 
MSI se basa en el análisis de la longitud de fragmentos de ADN correspondientes a 
distintas secuencias microsatélites, amplificados mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) y sometidos a electroforesis capilar empleando un secuenciador 
automático. Esta técnica requiere el marcaje de uno de los cebadores con un fluoróforo 
para poder detectar los fragmentos de ADN amplificados. Para estimar el tamaño de los 
productos de amplificación se incorpora un marcador de longitud a las muestras que 
queremos estudiar (marcador interno). Esta técnica permite detectar dos tipos de 
inestabilidad genómica: 
a) Inestabilidad de microsatélites (MSI): En aquellos pacientes en los que se 
detecta una variación en la longitud de un microsatélite entre las muestras procedentes 
de tejido tumoral y normal. La aparición variaciones en la longitud de la secuencia 
microsatélite en ADN del tumor provoca que al analizarlas en el secuenciador dejemos 
de ver los grupos de picos discretos que observamos en ADN procedente de tejido 
sano. Estos microsatélites de longitud fija en el tejido sano han pasado a formar una 
población en las que encontramos secuencias con la longitud original, y otras en las que 
se ha perdido o ganado una, dos o mas repeticiones (Figura 12). 
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Figura 12: Detección de MSI utilizando el panel de microsatélites de Bethesda. A) Corresponde a un 
ADN estable procedente de tejido normal. B) Corresponde a un ADN con alta MSI procedente de un 
tumor. Las flechas indican la aparición de nuevos alelos en el ADN tumoral con longitud distinta a la 
original. 
 
2) Pérdida de heterocigosidad (LOH): El fenómeno de LOH suele ser 
frecuente en tumores, y el estudio de secuencias microsatélite permite observar la 
pérdida de uno de los alelos respecto del tejido sano. Estas pérdidas pueden afectar a 
fragmentos grandes de ADN que contienen al microsatélite en su interior. Para poder 
observar tanto MSI como LOH es necesario comparar el ADN procedente del tumor 
con el precedente del tejido sano de un mismo individuo. En la figura 13 se muestra 
una de las electroforesis realizadas con varios microsatélites donde se puede observar el 
fenómeno de LOH. En rojo se visualiza el patrón de pesos moleculares. 
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Figura 13: Detección de LOH Análisis de los microsatélites del panel de Bethesda en ADN tumoral y 
procedente de riñón sano de un mismo individuo. En el microsatélite D17S250 (color negro) se aprecia 
una bajada de la intensidad de fluorescencia (altura del pico) emitida por uno de los alelos en el tumor 
respecto al tejido sano, indicando LOH. El marcador de pesos moleculares aparece en rojo junto con su 
tamaño en pares de bases. 
 
Sólo en aquellos individuos heterocigotos para un determinado microsatélite 
podremos obtener información sobre pérdidas de material genético detectadas en forma 
de LOH, a estos los denominamos casos informativos. Puesto que no todos los casos 
analizados han sido informativos debemos realizar una corrección para calcular el 
porcentaje total de LOH, el cual se obtiene dividiendo los casos en los cuales 
detectamos LOH entre los informativos (heterocigotos). (Tabla 3). 
 
Tabla 3: Corrección realizada para el cálculo de LOH. 
 
 
 
 
 
 
 
% CORREGIDO DE LOH =  
CASOS DE LOH 
CASOS INFORMATIVOS 
X 100 
TUMOR
RIÑON
50 60 90 100 120 150 160 180
50 60 90 100 120 150 160 180
LOH
pb
pbD17S250
D17S250
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3.5.1.2 Análisis del estado de metilación del promotor del gen hMLH1 
Numerosos trabajos de investigación desarrollados durante estos últimos años 
están mostrando la importancia que la epigenética puede jugar en estados patológicos, 
entre los cuales se incluye el cáncer177,178 A nivel de ADN se ha descrito una 
modificación química de las bases nitrogenadas que consiste en la metilación de las 
citosinas en las islas CpG. Aproximadamente la mitad de los genes contienen estas islas 
en su región promotora y la metilación de las mismas provoca el silenciamiento del gen 
y por tanto la ausencia de su proteína en la célula que sufre este tipo de modificación. 
De los dos genes incluidos en este estudio sólo se ha descrito este fenómeno en la 
región promotora del gen hMLH1 109-111. Existen diferentes técnicas para el estudio del 
estado de metilación. La elegida en este estudio se basa en el empleo de digestiones 
enzimáticas del ADN utilizando enzimas sensibles al estado de metilación. La razón de 
elegir esta técnica fue la sencillez y reproducibilidad, además de requerir un 
equipamiento accesible y económico. El protocolo experimental consta básicamente de: 
digestión de las muestras de ADN genómico con enzimas sensibles a metilación, 
amplificación mediante PCR del fragmento que contiene en su interior la diana de 
restricción, y análisis de los amplificados mediante electroforesis en gel de agarosa.  
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3.5.1.3 Análisis de las secuencias de nucleótidos de los genes hMLH1 y 
hMSH2 
 Mediante secuenciación directa del ADN genómico de los sujetos de estudio se 
puede conocer cual es la secuencia de bases de cualquier fragmento de ADN. El estudio 
de la secuencia permite detectar las diferencias que pueden existir entre individuos 
distintos e incluso entre distintos tejidos procedentes del mismo individuo como 
resultado de mutaciones somáticas. Estas variaciones en la secuencia de nucleótidos de 
un gen pueden ser patogénicas o no, dependiendo de cómo afecte dicho cambio a la 
estructura y por tanto a la función de la proteína por él codificada, o a la expresión de 
dicho gen. Cuando un mismo cambio aparece frecuentemente en la población es poco 
probable que afecte de forma importante a la viabilidad del individuo, de lo contrario 
habría desaparecido de la misma por selección natural. A estos cambios que aparecen 
en un porcentaje de individuos superior al 1% se les denomina polimorfismos. Las 
variaciones poco comunes en la población general tienen alta probabilidad de ser 
mutaciones patogénicas, generalmente afectan negativamente a la función de la 
proteína que codifican y suelen aparecen ligadas a algún tipo de enfermedad. Las 
variaciones en la secuencia de nucleótidos es una forma de alteración que puede afectar 
a todos los genes, a diferencia de lo que ocurre con las modificaciones del estado de 
metilación de las regiones promotoras. 
 Tras la secuenciación de cada uno de los exones de hMLH1 y hMSH2, podemos 
obtener información en cuanto al tipo de mutación (puntual, inserción, deleción), la 
extensión en número de bases de la misma, el codón afectado y el cambio de 
aminoácido si lo hubiese. 
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3.5.1.4 Alineamiento de secuencias de aminoácidos. 
Consiste en realizar una comparación de secuencias de aminoácidos entre 
distintas especies con objeto de valorar cual es el grado de conservación evolutiva entre 
ellas. En el presente estudio se seleccionaron las regiones en las que se habían 
detectado mutaciones para realizar el análisis. Un grado de conservación alto indica que 
esa región es muy importante para la función de la proteína, son regiones que no 
admiten cambios y generalmente cualquier variación provocará una alteración de su 
función. Regiones con menor importancia funcional admiten un número mayor de 
variaciones sin que cambie sustancialmente la actividad de la proteína. Se suele admitir 
que mutaciones en zonas de alta conservación tienen una mayor probabilidad de 
resultar patogénicas, que aquellas que aparecen en regiones poco conservadas. 
 
3.5.1.5 Predicción de la estructura secundaria de las proteínas mutantes 
Supone otra aproximación de tipo informático que permite predecir si los 
cambios detectados en la secuencia de aminoácidos de las proteínas hMLH1 y hMSH2 
provocan alteraciones en su estructura secundaria. El programa informático utilizado 
está disponible en la dirección: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/dompred/DomPredform.html., 
donde introducimos la secuencia de aminoácidos tanto de la proteína nativa como las 
que portan las mutaciones detectadas mediante el estudio de secuenciación. Una vez 
obtenida la predicción realizamos una comparación de las secuencias mutantes con la 
secuencia nativa, de forma que podamos establecer el grado de variación en la 
estructura secundaria. 
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3.5.2 Variables independientes 
 Se elaboró un protocolo de recogida de datos que incluyó los siguientes grupos 
de variables: 
3.5.2.1 Variables sociodemográficas 
• Edad en años cumplidos. 
• Sexo. 
3.5.2.2 Variables relacionadas con el tumor actual 
• Motivo de consulta: Especificando la causa (síntomas o signos) por los que el 
paciente acudió a la consulta por primera vez: 
o Masa palpable. 
o Hematuria. 
o Dolor. 
o Hallazgo incidental. 
o Otros síntomas o signos. 
• Lateralidad. Si el tumor aparece en riñón derecho, izquierdo o se produjo 
presentación bilateral. 
• Localización del tumor. Según aparezca en: 
o Polo superior renal. 
o Polo inferior renal. 
o Mesorrenal. 
• Tipo de cirugía realizada: 
o Nefrectomia radical abdominal. 
o Nefrectomía radical lumbar. 
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o Nefrectomía parcial. 
o Tumorectomía. 
o Inoperable. 
• Presencia de complicaciones: Aquellas acontecidas tras la intervención 
quirúrgica. Se dividieron en tres grupos: 
o Intraoperatorias: las que aparecieron durante el acto quirúrgico. 
o Postoperatorias inmediatas: las que se produjeron durante la primera 
semana tras la realización de la cirugía. 
o Postoperatorias tardías: las desarrolladas transcurrida la primera semana 
desde la intervención. 
• Tiempo de ingreso. Tiempo en días desde el día de la intervención quirúrgica 
hasta el alta hospitalaria o, en su caso, hasta el día en que se produjo el exitus 
del paciente que permaneciera ingresado. 
• Tamaño tumoral. Por medición del patólogo sobre la pieza quirúrgica: 
o Menor de 4 cm. 
o Entre 4 y 7 cm. 
o Mayor de 7 cm. 
• Multiplicidad. Cuando se encontró más de un tumor en la misma unidad renal. 
También se consideraron múltiples los casos con afectación bilateral. 
• Estudio anatomopatológico del tumor. 
o Tipo histológico del tumor: 
 Carcinoma de células claras. 
 Carcinoma cromofílico o papilar. 
 Carcinoma cromófobo. 
 Oncocitoma. 
                                                                                 III. Material y métodos 
- 62 - 
 Carcinoma de los ductos de Bellini. 
 Carcinoma con diferenciación sarcomatoide. 
 Inclasificados, considerados como tales los subtipos con 
componentes mixtos y no clasificados en ninguno de los 
anteriores. 
o Grado nuclear según la clasificación de Fuhrman 179. 
o Estadio tumoral según la clasificación TNM de la UICC 144. 
• Asociación sincrónica o metacrónica con tumores de otra localización. 
 
3.6 METODOLOGÍA EMPLEADA 
3.6.1 Purificación de ADN 
Las muestras fueron congeladas a -80ºC hasta su procesamiento. Para la 
obtención y purificación del ADN geonómico tumoral, se utilizó el kit comercial 
KIAamp DNA mini kit (Qiagen®), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
3.6.1 Análisis de secuencias microsatélites 
Para realizar este estudio se utilizaron los 5 microsatélites del panel de Bethesda 
112, recomendados para el estudio de la inestabilidad en microsatélites en enfermos con 
Síndrome de Lynch: BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346, D17S250. Las secuencias de 
los cebadores fueron obtenidas de Umetani 180.  
Además, se diseñaron cebadores para los microsatélites exónicos de TGFβrII y 
BAX (que presentan inserciones o deleciones en un alto porcentaje de tumores con 
MSI), y para un microsatélite del brazo corto del cromosoma 3: D3S1611. Este último 
se sitúa próximo al gen hMLH1 y se eligió con objeto de poder detectar LOH en esta 
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región, fenómeno que según la bibliografía es el más frecuente en los tumores renales 
de células claras. Los cebadores se solicitaron marcados con un fluoróforo. Un 
fluoróforo es una molécula capaz de excitarse con luz de una determinada longitud de 
onda, emitiendo fotones de distinta longitud de onda cuando vuelven a su estado de 
reposo los cuales pueden ser detectados por un sensor. Mediante el uso de distintos 
fluoróforos podemos detectar distintas moléculas en un mismo ensayo, por ello se 
solicitaron los cebadores marcados con 3 fluoróforos: FAM, HEX y NED. Los 
cebadores para amplificar los microsatélites BAT-25, D2S123 y D5S346 se marcaron 
con FAM, los cebadores para amplificar BAT-26, D3S1611 y TGFβII se marcaron con 
HEX, y los cebadores para amplificar D17250 y BAX se marcaron con NED. El uso de 
distintos fluoróforos permitió el análisis de distintos microsatélites en un mismo ensayo 
(Figura 12). En la Tabla 4 se muestran las secuencias de los cebadores utilizados y 
condiciones de amplificación.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Las reacciones de amplificación de los distintos fragmentos de ADN mediante 
la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un volumen final de 
TABLA 4: Secuencia de nucleótidos y temperatura( Tª) de hibridación de los cebadores 
utilizados en el estudio de microsatélites 
Microsatélite Secuencia del cebador  (5’3’)        Tª  (ºC) 
 BAT-25 Up: FAM-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT 
Dw: TCTGCATTTTAACTATGGCTC 
57  
 BAT-26 Up: HEX-TGACTACTTTTGACTTCAGCC 
Dw: AACCATTCAACATTTTTAACCC 
57  
 D2S123 Up: FAM-GCCAGAGAAATTAGACACAGTG 
Dw: GAGCTCTTTTGAATTGGAGG 
63  
 D5S346 Up: FAM-TACTCACTCTAGTGATAAATCGG 
Dw: TTCAGGGAATTGAGAGTTACAG 
61  
 D17S250 Up: NED-AATAGACAATAAAAATATGTGTGTG 
Dw: TATATATTTAAACCATTTGAAAGTG 
57  
 D3S1611 Up: HEX-CCAGCACTTCGAGAGGCCAAG 
Dw: TTGCCACCATGCCTGGCTAG 
63  
 TGFβRII Up: HEX-GATGCTGCTTCTCCAAAGTGC 
Dw: AGATCTCAGGTCCCACACCC 
63  
 BAX Up: NED-ATTTGAGAGTGACACCCCG 
Dw: CTCAGCTTCTTGGTGGACGC 
65  
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20 µl, conteniendo 200 µM de cada dNTP, 400nM de cada cebador, 0,4 U de Taq 
polimerasa (Biotools®) y 100 ng de ADN. El estudio se realizó con ADN tumoral y 
ADN de riñón sano para poder hacer una comparación y ver las posibles diferencias. El 
número de ciclos de amplificación para cada microsatélite osciló entre 30 y 35. 
 Las PCR realizadas con cebadores fluorescentes se diluyeron para que la 
intensidad de fluorescencia emitida por el fluoróforo quedase dentro del rango óptimo 
de detección del secuenciador utilizado. Posteriormente se tomó un microlitro de esta 
dilución y se mezcló con 20  µl de formamida y 0,4  µl del marcador de pesos 
moleculares DG400HD (Applied biosystems®). Se agitó la mezcla y se desnaturalizó a 
95º C durante 3 minutos. Posteriormente las muestras se introdujeron en un 
secuenciador automático ABI PRISM 310, y se sometieron a electroforesis capilar. La 
temperatura de electroforesis fue de 60º C y las muestras migraron durante 20 minutos. 
El posterior análisis de los datos se realizó con el programa informático Genescan de 
Applied Biosystems®.  
 
3.6.2 Análisis del estado de hipermetilación del gen hMLH1  
3.6.2.1 Digestión de las muestras con enzimas de restricción 
Disponemos de dos enzimas que reconocen la secuencia CCGG, pero difieren 
en su capacidad de corte dependiendo del estado de metilación de su diana. La enzima 
HpaII es sensible a metilación, y es incapaz de cortar cuando su diana esta metilada. La 
enzima MspI en cambio no es sensible a metilación y corta siempre su diana, esté o no 
metilada. Ambas enzimas fueron suministradas por la casa comercial Fermentas®. 
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Las reacciones enzimáticas de digestión se realizaron por separado durante 16 
horas a 37º C en un volumen de 20 µl y se emplearon en cada una de ellas 400ng de 
ADN genómico y 20 U de enzima. Tras inactivar las enzimas de restricción mediante 
desnaturalización térmica a 65 ºC durante 15 minutos el producto de digestión se 
empleó como molde para llevar a cabo diferentes reacciones de amplificación (PCR). 
Sólo si la diana de restricción no ha sido cortada se obtendrá producto de amplificación. 
Como control negativo del estado de metilación del promotor del gen hMLH1 se utilizó 
ADN procedente de sangre venosa periférica de dos individuos sanos. Como controles 
positivos se usaron: 
1) ADN tratado con la enzima metilasa SssI, la cual metila el ADN.  
2) ADN extraído de la línea celular 293T procedente de tejido renal humano, 
caracterizada por tener inactivado por metilación el promotor del gen hMLH1181.  
Estos ADN control fueron sometidos al mismo proceso que los procedentes de 
muestras tumorales, permitiendo validar la técnica en cuanto a su fiabilidad a la hora de 
distinguir un ADN metilado de otro que no lo está. 
 
3.6.2.2 Amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) 
En la región promotora del gen hMLH1 existen cuatro sitios CCGG metilables, 
(Figura 14) en las posiciones S1 (-567), S2 (-527), S3 (-347) y S4 (-341). Los sitios S1 
y S2 se amplificaron en reacciones independientes, mientras que los sitios S3 y S4 se 
amplificaron conjuntamente. Se realizaron tres reacciones de amplificación por 
muestra, una para cada uno de estos sitios, empleando ADN molde digerido 
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independientemente con las enzimas de restricción HpaII y MspI, y el mismo ADN 
molde sin digerir.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Esquema de la metodología utilizada en el estudio de hipermetilación. A) Digestión y PCR. 
A partir de cada muestra tumoral se prepararon 3 alícuotas de 400 ng cada una. De éstas una fue 
digerida con la enzima HpaII, otra con la  enzima MspI y la última que permaneció sin digerir fue 
utilizada como control positivo de la PCR. B) Localización de los 4 sitios de metilación estudiados en el 
promotor del gen hMLH1. Las flechas del mismo color indican la localización de las parejas de 
cebadores empleados para amplificar cada una de las regiones. 
 
El volumen total de cada reacción fue de 25 µl, y contenía 100 ng de ADN, 
dNTPs (200 µM), ADN Taq polimerasa (0,5 U) (Biotools®) y cebadores (400 nM). La 
temperatura de hibridación fue de 58ºC en todos los casos y se emplearon 25 ciclos de 
amplificación 182. En la Tabla 5 se muestran las secuencias y condiciones de aplicación 
de los distintos cebadores usados en el estudio de hipermetilación. 
 
 
 
 
 
ADN tumoral 
400 ng 400 ng400 ng
Digestión HpaII Digestión MspI Sin digerir
PCR
F1
PCR
F2
PCR
F3
PCR
F1
PCR
F2
PCR
F3
PCR
F1
PCR
F2
PCR
F3
A
B S1
S3,S4S2
Tabla 5: Secuencia de nucleótidos y temperatura ( Tª) de hibridación de los 
cebadores utilizados en el estudio de hipermetilación. 
 Producto Secuencias de cebadores (5’3’) Tª (ºC)  
  P1 Up: AGTATTCGTGCTCAGCCTC 
Dw: CCAGCGTTATTTGGTGGTG 
58  
 P2 Up: CACCACCAAATAACGCTGG 
Dw: TTGGCGCTTCTCAGGCTC 
58  
 P3 Up: AGCCTGAGAAGCGCCAAG 
Dw: TCCGCTCTTCCTATTGGTTC 
58  
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3.6.2.3 Electroforesis en gel de agarosa 
De cada reacción de amplificación se analizaron 5µl en gel de agarosa al 2%, 
conteniendo bromuro de etidio. El tamaño del fragmento puede ser calculado en 
función de su movilidad electroforética en relación a un patrón de pesos moleculares. 
El tampón de electroforesis utilizado fue TAE al 0,5%. Una vez acabada la 
electroforesis se fotografió el gel con un sistema de captura de imágenes (GelDoc-it 
Imaging System de UVP®). 
Las muestras de ADN fueron sometidas a las digestiones enzimáticas y 
posterior amplificación de las tres regiones del promotor que contienen las dianas de 
metilación. La muestra informativa para el estado de metilación es la del ADN digerido 
con la enzima HpaII. La digestión con MspI es un control de la técnica y sirve para 
mostrar que el ADN es susceptible de ser digerido, es decir, que no contiene ninguna 
molécula inhibidora de la reacción de digestión. La muestra C+ contiene el producto de 
amplificación obtenido a partir de un ADN sin digerir, es el control positivo de la PCR 
y sirve para asegurar que hemos realizado correctamente la amplificación; además 
permite cuantificar el porcentaje de metilación del ADN estudiado al comparar esta 
banda con el ADN digerido con la enzima HpaII. La muestra C- constituye el control 
negativo de la PCR, carente de ADN, y sirve para descartar cualquier posible 
contaminación de los reactivos con ADN diferente al que pretendemos estudiar (Figura 
15). 
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Figura 15: Electroforesis en gel de agarosa de los controles de metilación. En el gel A observamos los 
productos de amplificación obtenidos tras digerir con ambas enzimas un ADN no metilado procedente 
de sangre de un individuo sano. En el gel B aparecen los productos obtenidos al usar un ADN metilado 
enzimáticamente con la enzima metilasa SssI. 
 
3.6.2.4 Análisis densitométrico 
Puesto que en algunas de las muestras tumorales obtuvimos una mínima banda 
de amplificación al usar como molde ADN digerido previamente con la enzima HpaII, 
cabía la posibilidad de que en estas muestras hubiese una metilación monoalélica. Si 
este fuese el caso, la intensidad de la banda de amplificación obtenida a partir de ADN 
digerido con la enzima HpaII debería de ser del 50% respecto a la banda procedente del 
ADN sin digerir (control positivo de la PCR).  
Para realizar este cálculo se utilizó el programa informático Quantity One 4.1 de 
Bio-rad®. Se cuantificó la intensidad de las bandas obtenidas como producto de la 
PCR, tanto a la banda de digestión con HpaII como la del control positivo y se les restó 
a ambas el ruido de fondo. Luego se dividió la intensidad de la banda HpaII entre la del 
control positivo C+ y se multiplicó por cien. (Tabla 6) 
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Tabla 6: Cálculo de la intensidad de las bandas obtenidas como producto de amplificación utilizando 
como molde ADN digerido con la enzima HpaII respecto del control positivo de metilación. 
 
 
 
 
Esto nos da el porcentaje de intensidad de la banda de HpaII respecto a la del 
control positivo, y permitió saber si en estas muestras había una metilación monoalélica 
o se trataba simplemente de una digestión incompleta del ADN  
 
3.6.3 Análisis de la secuencia de nucleótidos de los genes hMSH1 y 
hMSH2 
Para realizar este análisis fue necesario diseñar cebadores para cada uno de los 
exones, amplificar los exones por PCR, purificar los amplificados y realizar con ellos la 
reacción de secuenciación. Posteriormente estas reacciones se sometieron a 
electroforesis capilar en un secuenciador modelo ABI PRISM 3100 y se analizaron 
mediante el programa informático Chromas Pro®. 
 
3.6.3.1 Diseño de cebadores 
Utilizando el programa informático PrimerExpress de Applied biosystems® se 
diseñaron cebadores para amplificar los 19 exones del gen hMLH1 y los 16 del hMSH2. 
En las tablas 6 y 7 se exponen los cebadores y condiciones de amplificación para cada 
exón de los genes MMR estudiados. 
HpaII - ruido de fondo
C+ - ruido de fondo
X 100
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3.6.3.2 Reacciones de PCR 
La técnica de la PCR es crucial en biología molecular actual. La mayoría de 
estudios genéticos se basan en su utilización, y proporcionó a su inventor Kary Mullis 
183 el Premio Nobel de Química en 1993. Esta técnica permite realizar una gran 
cantidad de copias de cualquier fragmento genético que pretendamos estudiar. Para ello 
sólo necesitamos un ADN molde, cebadores, Taq polimerasa, desoxinucleótidos, un 
tampón de reacción (Buffer) adecuado, y un termociclador que realizará los sucesivos 
ciclos de desnaturalización, hibridación y extensión. (Figura 16A). En el termociclador 
el tubo se calienta a 95ºC para provocar la desnaturalizar de las hebras de ADN, luego 
la temperatura baja para permitir la hibridación de los cebadores, y posteriormente 
vuelve a subir hasta los 72ºC, que es la temperatura óptima de polimerización de la Taq 
polimerasa. Con este proceso conseguimos copiar el fragmento de ADN situado entre 
las zonas de hibridación de los cebadores. El proceso se repite entre 35 y 40 veces, 
duplicándose en cada ciclo el número de copias. (Figura 16B). Gracias a esto 
obtenemos una gran cantidad de ADN con el que poder trabajar. 
 
 
 
 
 
Figura 16: Esquema de un proceso de PCR A) se distintos pasos con sus tiempos y temperaturas. B) 
Representación del proceso de amplificación exponencial. 
 
MOLDE
CICLO 1 CICLO 4CICLO 2
A B
95º C95º C
10º C
72º C 72º C
Tª de hibridación
especifica
5 min 30 seg
5 min
indefinido
30 seg
30 seg
1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo 1 ciclo
Desnaturalización Extensión
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El proceso se inició con la puesta a punto de las condiciones óptimas de 
amplificación de cada pareja de cebadores, mediante la realización de gradientes de 
temperatura se eligió la temperatura de hibridación más adecuada para cada pareja de 
cebadores. Las reacciones de PCR se realizaron en 50  µl conteniendo 200 mM de cada 
desoxirribonucleótido (dNTP), 400nM de cada cebador y 0,4 U de Taq polimerasa 
(Biotools®). Para la amplificación del exón 2 del gen hMLH1 y del exón 1 del gen 
hMSH2 fue necesaria a adición de dimetilsulfóxido (DMSO) al 5% a la mezcla de 
reactivos citada anteriormente (indicado en la tabla con un asterisco *). El DMSO es un 
compuesto desnaturalizante que rebaja las temperaturas de desnaturalización y la de 
hibridación de los cebadores utilizados. Es útil cuando la zona a amplificar es rica en 
guanina y citosina, y presenta por tanto una alta temperatura de desnaturalización, y 
también para eliminar productos de amplificación inespecíficos que pueden aparecer al 
realizar la PCR. En nuestro caso fue la eliminación de bandas de amplificación 
inespecíficas que podrían dificultar el estudio el motivo de utilización del DMSO. Los 
productos de la reacción fueron purificados con objeto de eliminar los cebadores no 
consumidos en la reacción de amplificación y que podrían interferir en la reacción de 
secuenciación. Para ello se utilizaron las placas PCR Cleanup Kit (Millipore®), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En las tablas 6 y 7 se detallan las secuencias 
y temperaturas de hibridación de los cebadores utilizados. 
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* CON 5% DMSO 
 
 
 
 
 
 
Tabla 7: Secuencia de nucleótidos y temperatura ( Tª) de hibridación de los 
cebadores utilizados en el estudio de secuenciación del gen hMLH1 
 Exón Secuencias del cebador (5’3’) Tª (ºC)  
 1 Up: CTGGATGGCGTAAGCTACAGC 
Dw: TCGTAGCCCTTAAGTGAGCCC 
65  
 2* Up: ACATTAGAGTAGTTGCAGACTG 
Dw: AAACATCCTGCTACTTTGAG 
54  
 3 Up: TTTGGAAAAATGAGTAACATG 
Dw: TCACAGGAGGATATTTTACAC 
55  
 4 Up: GCAGTGAGTTTTTCTTTCAGTC 
Dw: GGATTACTCTGAGACCTAGGC 
55  
 5 Up: CCCTTGGGATTAGTATCTATC 
Dw: AACAATTTACTCTCCCATGTAC 
55  
 6 Up: CTTGGGTTTTATTTTCAAGTAC 
Dw: AAATCTCAGAGACCCACTCC 
55  
 7 Up: AGTGTGTGTTTTTGGCAACTC 
Dw: AAAACCATCCCCCATAAACC 
53  
 8 Up: CTTGTGTCTTCTGCTGTTTG 
Dw: TAATGTGATGGAATGATAAACC 
55  
 9 Up: GGAACCTTGTGTTTTAAATTTC 
Dw: GTGAGTGGATTTCCCATGTG 
47  
 10 Up: AGGACAGTTTTGAACTGGTTGC 
Dw: TTGGTTGAGGAGTTTGGTGC 
63  
 11 Up: TATGTGGGCTTTTTCTCCCC 
Dw: AGGCCCCAGAGAAGTAGCTG 
64  
 12 Up: GCTTCTTTCTTAGTACTGCTCC 
Dw: AAAAGCCAAAGTTAGAAGGC 
61  
 13 Up: TGATCTGCACTTCCTTTTCTTC 
Dw: CAGTTGAGGCCCTATGCATC 
62  
 14 Up: GGGTTGGTAGGATTCTATTAC 
Dw: CTGCTTGTTCACACACTCAG 
59  
 15 Up: TGAATTCAGCTTTTCCTTAAAG 
Dw: GAAACGATCAGTTGAAATTTC 
57  
 16 Up: AGCTTGCTCCTTCATGTTCTTG 
Dw: CCGGCTGGAAATTTTATTTG 
62  
 17 Up: TATTTCTTGTTCCCTTGTCC 
Dw: CCGAAATGCTTAGTATCCTGC 
56  
 18 Up: TGATCTCCGTTTAGAATGAGAATG 
Dw: TTGTATGAGGTCCTGTCCTAGTCC 
59  
 19 Up: AAACAGGGAGGCTTATGACATC 
Dw: AGAACACATCCCACAGTGC 
57  
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3.6.3.3 Reacción de secuenciación  
Esta técnica permite conocer la secuencia de las bases de un fragmento de 
ADN. En nuestro caso el ADN que se utilizó fueron productos de PCR purificados de 
los exones de los genes hMLH1 y hMSH2. La reacción de secuenciación está basada en 
la PCR y comparte muchas similitudes con ella. Necesita polimerasa que sintetice una 
hebra a partir de otra usada como molde, un buffer de reacción adecuado, cebadores y 
un termociclador que realice la alternancia de ciclos de temperatura necesarios para la 
copia del ADN molde.  
 
 
Tabla 8: Secuencia de nucleótidos y temperatura ( Tª) de hibridación de los 
cebadores utilizados en el estudio de secuenciación del gen hMSH2 
 Exón Secuencias del cebador (5’3’) Tª (ºC)  
 1* Up: TGGTCGCCGTGGCCGGACGC 
Dw: TCCCCAGCACGCGCCGTCCC 
65  
 2 Up: CATGTAATATCTCAAATCTGTAATG 
Dw: TTCACATTTTTATTTTTCTACTC 
56  
 3 Up: GAGTTTGGATTTTTCCTTTTTGC 
Dw: TTCCTAGGCCTGGAATCTCC 
58  
 4 Up: CTTTTCTTATTCCTTTTCTCATAG 
Dw: TAATTCACATTTATAATCCATG 
54  
 5 Up: TGGATCCAGTGGTATAGAAATC 
Dw: CCTTTATAAGCTTCTTCAGTATATG 
56  
 6 Up: AGGTTTTCACTAATGAGCTTGCC 
Dw: AATCATGTGGGTAACTGCAGG 
59  
 7 Up: GATTTAGTTGAGACTTACGTGC 
Dw: GCACATTGCCAAGTATATATTG 
60  
 8 Up: AATGATGCTTGTTTATCTCAGTC 
Dw: TACAAACTTTCTTAAAGTGGCC 
60  
 9 Up: TTACCCATTATTTATAGGATTTTG 
Dw: AATTATTCCAACCTCCAATGAC 
60  
 10 Up: GGAATACTTTTTCTTTTCTTCTTG 
Dw: AAGGGTTAAAAATATAATAACGAC 
56  
 11 Up: CTTTGGATATGTTTCACGTAGTAC 
Dw: AGGTGACATTCAGAACATTATTAG 
60  
 12 Up: TTCAGTATTCCTGTGTACATTTTC 
Dw: ACAAAACGTTACCCCCACAAAG 
60  
 13 Up: GCAGAAAGAAGTTTAAAATCTTGC 
Dw: CATTTCTATCTTCAAGGGACTAGG 
60  
 14 Up: TGTTACCACATTTTATGTGATGGG 
Dw: CCCATTACCAAGTTCTGAATTTAG 
60  
 15 Up: TTCTCATGCTGTCCCCTCAC 
Dw: AAAAACCTTCATCTTAGTGTCCTG 
60  
 16 Up: TTTAATTACTAATGGGACATTCAC 
Dw: CAGTTAACACTATGGAAAAAGG 
60  
* CON 5% DMSO 
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En cuanto a las diferencias podemos decir que son dos: la presencia de 
nucleótidos terminadores marcados con un fluoróforo y la utilización de un sólo 
cebador para la síntesis. Los nucleótidos marcados son minoritarios respecto a los 
normales y cada base se marca con un color. Los nucleótidos marcados no tienen el 
grupo OH del extremo 3`, con lo cual cuando se incorpora uno a la hebra en extensión 
la reacción de síntesis se detiene. Esta reacción de copia nos rinde una gran cantidad de 
fragmentos de distintos tamaños que varían de tamaño en una sola base, y dependiendo 
de la última base incorporada emitirán una u otra fluorescencia. Al separarlos mediante 
electroforesis capilar todos los fragmentos de un mismo tamaño (que tendrán en última 
posición la misma base marcada con el mismo color) migrarán a la misma velocidad. 
Al final del capilar se encuentra un láser y un detector, cuando los fragmentos 
marcados llegan a este punto son excitados por el láser y emiten una fluorescencia que 
es recogida por el detector. La fluorescencia emitida depende del fluoróforo, y al estar 
cada base marcada con uno de ellos, podemos saber qué base posee ese fragmento en 
su extremo 3´. La fluorescencia es analizada por un sistema informático de análisis que 
nos dará un patrón de picos de color correspondiente cada pico a una base.  
La otra diferencia es la utilización de un solo cebador; la razón es que 
dependiendo de qué cebador de la pareja utilicemos secuenciaremos una hebra o su 
complementaria. Si se añadieran los dos cebadores obtendríamos dos secuencias 
solapadas que serían ilegibles. En la figura 17 se detalla el proceso. 
 
 
 
 
Figura 17: Esquema de la reacción de 
secuenciación: en el método de secuenciación 
cada base se marca con un color. Al realizar la 
electroforesis los fragmentos pequeños migran 
más rápidamente que los de mayor tamaño. La 
velocidad de migración depende de la longitud de 
los fragmentos de ADN. El detector registrará una 
sucesión de colores que será: Verde, azul, azul, 
amarillo, rojo, verde, azul, rojo y que se 
corresponde a la secuencia: ADN molde: A C C G T A C T
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La reacción de secuenciación se llevó a cabo en un volumen total de 7 µl, 
conteniendo 4 µl de PCR purificada, 2 µl de Kit de secuenciación Seq BigDye V3.1 
(Applied Biosystems®) y 1 µl de cebador 10 µM. Tras ser purificada con placas 
Sequencing Reaction Cleanup Kit (Millipore®) se analizaron en un secuenciador 
automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosystems®).  
El análisis de secuencias se realizó con el programa informático Chromas Pro 
1.41, que permite la alineación de varias secuencias de forma que podemos detectar las 
variaciones de forma visual (Figura 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18: Alineación de secuencias utilizando el programa Chromas Pro 1.41. Podemos apreciar 
como en las secuencias superiores A y B aparece una mutación en heterocigosis en cada una (señalada 
por la flecha), abajo en la secuencia C aparece la secuencia normal usada como control. 
 
En los casos donde se encontraron mutaciones se realizó una confirmación 
secuenciando el mismo fragmento en dirección contraria. Además se analizó también 
ADN del tejido renal sano, para determinar si se trataba de una mutación somática 
propia del tumor o bien constitutiva afectando a todas las células del individuo. 
A
B
C
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3.6.4 Alineamiento de secuencias de aminoácidos 
Para realizar este estudio se utilizó el programa informático clustal W, descrito 
por primera vez en 1994 184, y actualizado recientemente 185. Este programa puede 
descargarse de la página www.clustal.org, o bien usarse online en la dirección: 
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/. Las secuencias proteicas fueron obtenidas 
de la página del NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov.  
 
3.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
3.7.1 Análisis descriptivo 
Para describir la distribución de cada variable como índices estadísticos, se 
calcularon porcentajes en el caso de variables cualitativas y medidas de tendencia 
central y dispersión para sintetizar la distribución de las variables cuantitativas, así 
como sus intervalos de confianza. Como índices complementarios, se consideró en 
estas últimas la asimetría de la distribución y el grado de apuntamiento respecto de la 
ley normal, con objeto de comprobar la idoneidad en la aplicación de posteriores tests 
estadísticos que exigen la normalidad de la distribución de las variables. 
Los datos fueron sintetizados mediante la oportuna tabulación y representados 
gráficamente mediante diagramas de barras o polígonos de frecuencias en el caso de 
variables cuantitativas discretas. 
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3.7.2 Análisis bivariante 
Para estudiar la asociación o relación entre dos variables cualitativas se utilizó 
una prueba de independencia para comparar proporciones observadas en grupos 
independientes (χi-cuadrado), verificándose las condiciones de aplicación (efectivos 
esperados no inferiores a 5, o no inferiores a 3 empleando corrección de Yates). 
Cuando no se cumplieron las condiciones de aplicación se empleó la prueba exacta de 
Fisher.  
En el caso de una variable cualitativa binaria y otra con más de dos categorías 
ordenadas, se aplicó la prueba de tendencia lineal de Mantel-Haenscel, con objeto de 
establecer una asociación lineal significativa. 
Para estudiar la relación entre una variable cualitativa binaria y una cuantitativa, 
se utilizó la prueba “t” de comparación de medias en grupos independientes basada en 
la ley de Student-Fisher. La hipótesis de igualdad de varianzas se verificó con la prueba 
F basada en la ley de Snedecor, suponiendo en ambas pruebas que la variable 
cuantitativa seguía en la población una ley normal por tratarse de muestras 
consideradas grandes desde el punto de vista estadístico. Por último, se utilizaron 
pruebas no paramétricas (U de Mann-Whitney en grupos independientes) cuando la 
distribución de alguna de las variables presentaba marcadas anomalías (asimetría, etc.) 
o al comparar grupos pequeños, cuando se vulneraban los supuestos de normalidad e 
igualdad de varianzas. 
En la comparación de medias en más de dos grupos independientes se utilizó el 
Análisis de Varianza y la prueba “H” de Kruskal-Wallis, empleando esta última cuando 
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no se verificaban las condiciones de aplicación de la primera (homogeneidad de 
varianzas) o en el caso de variables con categorías ordenadas.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV. RESULTADOS 
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4.1 RECOGIDA DE LAS MUESTRAS 
En el presente estudio se recogieron muestras de tejido tumoral y tejido renal 
sano procedentes de 89 pacientes que fueron intervenidos por carcinoma de células 
renales. La cirugía realizada de forma mayoritaria consistió en nefrectomía radical: 65 
casos (73,0%), bien fuera por vía lumbar (42 enfermos, 47,2%) o vía abdominal (23 
pacientes, 25,8%). En 22 casos (24,7%) se realizaron nefrectomías parciales electivas, 
con un margen de parénquima renal sano que permitió extraer tejido para su estudio. En 
2 pacientes (2,2%) se realizó una laparotomía exploradora considerándose el tumor 
irresecable, por lo que únicamente se tomó biopsia tumoral de estas muestras para el 
análisis. En estos dos casos la muestra control utilizada consistió ADN extraído de 
muestras sanguíneas. Un paciente con tumor bilateral fue sometido a nefrectomía 
radical de un lado y parcial del otro, ambas por vía lumbar.  
Como grupo control se incluyeron muestras de sangre de 95 sujetos 
diagnosticados de patologías urológicas benignas, a partir de las cuales se extrajo ADN. 
 
4.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS PACIENTES 
La edad media de los pacientes con carcinoma de células renales en el momento 
de realización de la cirugía fue de 63,8 años (Desviación Estándar: 11,5; Intervalo de 
Confianza al 95%: 61,4 – 66,2). La mediana fue de 65,6 años y aunque la muestra 
presentó una morfología asimétrica, no difirió signifivativamente de la distribución 
normal según la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Z=0,818; p=n.s.). La muestra estaba 
formada por 59 hombres (66,3%) y 30 mujeres (33,7%), lo cual supone una relación 
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hombre/mujer de 1,96:1. No hubo diferencias estadísticamente significativas en cuanto 
a la edad y sexo.  
La edad media del grupo control fue de 65,0 años (DE: 10,9; IC 95%: 62,1 – 
66,9), siendo un 78,6% hombres. No hubo diferencias estadísticamente significativas 
en cuanto a la edad y sexo en los sujetos del grupo control. Tampoco hubo diferencias 
significativas en cuanto a la edad media y porcentajes de hombres y mujeres entre el 
grupo de enfermos con carcinomas de células renales y el grupo control. 
 
4.2.1 Motivo de consulta 
 El motivo más frecuente por el que acudieron a la consulta los pacientes con 
carcinoma de células renales fue su hallazgo incidental al realizar una prueba de 
imagen por otro motivo, lo que ocurrió en 49 ocasiones (55,0%). En el resto de casos 
los pacientes consultaron por diversas causas como hematuria, dolor, masa abdominal, 
etc..., como se muestra en la Figura 19. Seis pacientes presentaban, en el momento de 
la consulta, clínica acompañante al síntoma principal (dolor en 3 casos y en uno 
respectivamente hematuria, masa abdominal y otro tipo de clínica). Un único paciente 
presentó la triada clásica de Guyon: hematuria, dolor y masa abdominal. 
 De los motivos clasificados como “otros”, encontramos síntomas como 
síndrome constitucional en 4 pacientes, fiebre de origen desconocido en 1 y en el resto 
distintas manifestaciones producidas por la existencia de metástasis a distancia.  
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Figura 19: Porcentajes de cada uno de los motivos de consulta. 
 
4.2.2 Lateralidad y localización tumoral  
 Los tumores presentaron una ligera preferencia por el riñón derecho que fue el 
afectado en 51 pacientes (57,3%). Hubo un solo caso de tumores bilaterales y 
únicamente dos casos (2,2%) de tumores múltiples. 
 En lo que se refiere a la localización topográfica dentro del riñón, la más 
frecuente fue la mesorrenal que aconteció en 42 casos (47,2%) y el resto se localizó 
practicamente por igual tanto a nivel de polo inferior o superior. 
 
4.2.3 Tratamiento de los pacientes 
Las técnicas de cirugía empleadas ya han sido descritas en el apartado 4.1. El 
tiempo medio de estancia de los pacientes desde que ingresaron hasta que fueron dados 
de alta fue de 8,9 días (DE: 6,2, IC 95%: 7,6–10,2) con una mediana de 7 días. Los días 
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de estancia hospitalaria no siguieron un patrón de distribución normal (Z =  2,574; 
P<0,0001). 
 No se encontraron diferencias en cuanto al tipo de cirugía practicada (radical o 
conservadora) y los días de estancia hospitalaria. 
 
4.2.4 Complicaciones 
 En general, se produjo algún tipo de complicación en 24 pacientes (27,0%). 
Dichas complicaciones las dividimos en intraoperatorias y postoperatorias bien sean 
inmediatas o tardías (Tabla 9). Cinco pacientes presentaron dos complicaciones 
distintas, por lo que en total aparecieron 29 eventos de complicación. 
Tabla 9: Complicaciones derivadas de la cirugía 
 
Complicaciones intra-
operatorias 
(12,4%) 
Complicaciones post-
operatorias inmediatas 
(13,5%) 
Complicaciones post-
operatorias tardías  
(6,7%) 
Apertura pleural 8 Sangrado 4 Absceso 2 
Lesión esplénica 2 HDA 3 Urinoma 1 
Lesión enteral 1 Íleo 2 Hernia lumbotomía 1 
  RAO 1 Dolor crónico 1 
  Ascitis 1 Derrame pleural 1 
  TEP 1   
Total 11 Total 12 Total 6 
HDA: hemorragia digestiva; RAO: retención aguda de orina; TEP: tromboembolismo pulmonar  
  
 
Dentro de las complicaciones intra-operatorias, que ocurrieron en 11 casos 
(12,4%), la más frecuente fue la apertura accidental de la pleura que se produjo en 8 
ocasiones y que se repararon inmediatamente, siendo necesario únicamente en un caso 
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la colocación de un dren de neumotórax. En un caso se produjo lesión ureteral que se 
suturó en el mismo acto quirúrgico previa colocación de catéter de doble J. 
 En 12 pacientes (13,5%) se produjeron complicaciones durante el 
postoperatorio inmediato. La complicación más frecuente fue el sangrado apareciendo 
en 4 pacientes (4,5%), que fue tratado de manera conservadora excepto en un caso que 
requirió revisión quirúrgica y esplenectomía tras comprobar la presencia de una fisura 
esplénica. 
 Las complicaciones post-operatorias tardías sucedieron en 6 pacientes (6,7%) 
siendo la más frecuente la existencia de absceso a nivel del lecho quirúrgico, que se 
trataron mediante antibioterapia y drenaje percutáneo bajo TAC. 
 No se constató relación entre la existencia de complicaciones con la edad, sexo 
o tipo de cirugía realizada. 
 Los pacientes con complicaciones post-operatorias inmediatas presentaron una 
media de días de ingreso superior a los que no tuvieron estas complicaciones: 14, 2 
(DE: 9,2) días frente a 8,1 (DE: 5,3) (p<0,0001). 
 
4.2.5 Características macroscópicas del tumor. 
4.2.5.1 Tamaño del tumor. 
 El tamaño tumoral más comunmente hallado fue el comprendido entre 4 y 7 cm, 
que se encontró en 41 casos (46,1%). En la Tabla 10 se exponen los porcentajes de los 
distintos tamaños de todos los tumores según las mediciones del patólogo sobre la pieza 
quirúrgica.  
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 El tamaño tumoral presentó una relación significativa con el motivo de consulta 
(p<0,001), de manera que el hallazgo incidental se produjo en mayor proporción en 
Tabla 10: Características anatomopatológicas de los 
tumores analizados  
  n % 
Multiplicidad No 87 97,8 
 Si 2 2,2 
Tamaño tumoral < 4 cm 22 24,7 
 4-7 cm 41 46,1 
 > 7 cm 26 29,2 
Lateralidad derecho 51 57,3 
 izquierdo 37 41,6 
 bilateral 1 1,1 
Localización Mesorrenal 42 47,2 
 Polo superior 24 27,0 
 Polo inferior 23 25,8 
1 8 9,0 Grado celular de 
Fuhrman 2 50 56,2 
 3 18 20,2 
 4 10 11,2 
 No catalogado 3 3,4 
Tipo histológico Células claras 59 66,3 
 Papilar 11 12,4 
 Cromófobo 8 9,0 
 Oncocitoma 2 2,2 
 Sarcomatoide 5 5,6 
 Otros 4 4,5 
Estadio pT pT1a 20 22,5 
 pT1b 31 34,8 
 pT2 16 18,0 
 pT3a 12 13,5 
 pT3b 6 6,7 
 pT4 4 4,5 
Estadio pN pNx 65 73,0 
 pN0 18 20,2 
 pN1 4 4,5 
 pN2 2 2,2 
Estadio pM pMx 1 1,1 
 pM0 73 82,0 
 pM1 15 16,9 
Estadio TNM I 47 52,8 
 II 15 16,9 
 III 12 13,5 
 IV 15 16,9 
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aquellos tumores de menor tamaño (<4 cm), aunque fue el motivo de consulta más 
frecuente en todos los tamaños. Estos datos se muestran en la Tabla 11. 
Tabla 11: Relación entre el tamaño tumoral con el motivo de consulta de 
los pacientes y localización del tumor. 
 Tamaño tumoral 
 < 4 cm 
n (%) 
4-7 cm 
n (%) 
> 4 cm 
n (%) 
Motivo de consulta 
   
 Masa abdominal - - 2 (7,7) 
 Hematuria 1 (4,5) 11 (26,8) 6 (23,1) 
 Dolor - 5 (12,2) 5 (19,2) 
 Incidental 19 (86,4) 20 (48,8) 9 (34,6) 
 Otros 2 (9,1) 5 (12,2) 4 (15,4) 
Localización del tumor 
   
 Mesorrenal 7 (31,8) 17 (41,5) 18 (69,2) 
 Polo superior 5 (22,7) 14 (34,1) 5 (19,2) 
 Polo inferior  10 (45,5) 10 (24,4) 3 (11,5) 
  
Los tumores de localización mesorrenal tuvieron un tamaño superior a 7 cm en 
el 69,2% de los casos, mientras que los que se localizaron en el polo inferior tuvieron 
un tamaño inferior a 4 cm (p=0,05) en un 45,5% de los casos. La Tabla 11 muestra la 
localización de los tumores según el tamaño tumoral. 
También presentó significación estadística la relación entre el tamaño del tumor 
y el tipo de cirugía practicada (p<0,0001), ya que se realizó nefrectomía radical en el 
85,4% de los tumores de 4-7 cm y en el 84,6% de los mayores de 7 cm. Por el 
contrario, el 54,4% de los tumores menores de 4 cm fueron sometidos a cirugía 
conservadora.  
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4.2.5.2 Tipo histológico. 
La variante histológica más frecuentemente hallada fue el carcinoma renal de 
células claras (CRCC), representando un 66,3% (59 casos) de los casos, seguido de 
CCR papilar en un 12,4% (11 casos). En la Tabla 10 se muestran las frecuencias de los 
distintos subtipos anatomopatológicos. Los casos dentro de la variante inclasificada 
incluyen subtipos celulares difíciles de identificar o patrones arquitectónicos mixtos. 
Atendiendo a los tres subtipos histológicos más frecuentes, se encontró relación 
estadística con la edad (p>0,0001), de modo que los pacientes con CRCC tenían una 
media de edad de 65,3 años (DE: 11,1; IC 95%: 62,4-68,2), sensiblemente superior que 
la de los pacientes afectados con tumores cromófobos, los cuales presentaron una edad 
media de 58,1 años (DE: 8,7; IC 95%: 50,8–65,4). Los enfermos con tumores papilares 
presentaron una edad media de 64,2 años (DE: 14,4; IC 95%: 54,6–74,0). 
 
4.2.5.2 Grado nuclear. 
 Respecto al grado nuclear de Fuhrman, un 65,2% (58 casos) fueron de grado 1-
2. En un caso no pudo ser catalogado el grado nuclear. Los porcentajes de cada grado 
nuclear se muestran en la Tabla 10. 
 El grado nuclear se relacionó con la localización tumoral (p<0,0001), de forma 
que el 100% de los tumores de grado 4 de Fuhrman y el 61,1% con grado 3 presentaron 
una localización mesorrenal así como el 50% los de grado 1 en el polo superior. Los 
tumores con grado 2 se localizaron por igual en las tres localizaciones. 
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Se comprobó una tendencia lineal creciente entre el grado nuclear y el tamaño 
tumoral (p<0,0001), de manera que el 70% de los tumores de grado 4 eran mayores de 
7 cm y no hubo ningún tumor menor de 4 cm con grado 4. De igual manera, el 50% de 
los tumores de grado 1 eran menores de 4 cm, por tan sólo un 12,5% de grado 1 dentro 
de los tumores mayores de 7 cm. 
El grado nuclear también presentó una relación estadísticamente significativa 
(p<0,0001) con los distintos motivos de consulta: el 87,5% de los tumores de grado 1 
fueron diagnosticados incidentalmente, mientras que todos los pacientes con tumores 
de grado 4 presentaron algún tipo de sintomatología (Figura 20). 
El grado nuclear y el tipo de cirugía practicada presentaron relación 
estadísticamente significativa (p=0,012). Un 37,5% de los tumores de grado 1 y un 
36% de los de grado 2 fueron sometidos a cirugía conservadora, mientras que la cirugía 
radical fue la practicada en la mayoría de los tumores de grado 3 y 4 (94,5 y 80% 
respectivamente). A ningún paciente con tumor de grado 4 se le realizó cirugía 
conservadora ya que el 20% restante de los tumores de grado 4 corresponden a casos 
que se consideraron inoperables. 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Grado nuclear y motivo de consulta 
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4.2.5.3 Estadio tumoral primario (pT). 
 Las distintas frecuencias de estadios pT según la clasificación TNM para los 
tumores se muestran en la Tabla 10. El estadio pT1 fue la forma de presentación más 
frecuente de los tumores del estudio (57,3%). 
 El estadio pT se relacionó con la localización tumoral, de forma que los tumores 
en estadios más avanzados se localizaron a nivel mesorrenal en mayor proporción 
(p=0,004) (Tabla 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 12: Distribución de estadios pT según, motivo de consulta, localización 
del tumor, tipo de cirugía y grado nuclear de Fuhrman  
 pT1 
n (%) 
pT2 
n (%) 
pT3 
n (%) 
pT4 
n (%) 
Motivo de consulta 
    
 Masa abdominal 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (5,5) 1 (25,0) 
 Hematuria 8 (15,7) 4 (25) 5 (27,8) 1 (25,0) 
 Dolor 4 (7,8) 2 (12,5) 3 (16,7) 1 (25,0) 
 Incidental 35 (68,7) 9 (56,3) 4 (22,2) 0 (0,0) 
 Otros 4 (7,8) 1 (6,3) 5 (27,8) 1 (25,0) 
Localización del tumor 
    
 Mesorrenal 15 (29,8) 10 (62,5) 14 (77,8) 3 (75,0) 
 Polo superior 18 (35,6) 3 (18,8) 3 (16,7) 0 (0,0) 
 Polo inferior  18 (35,6) 3 (18,8) 4 (22,3) 1 (25,0) 
Tipo de cirugía 
    
 Nefrectomia radical 
abdominal 
 
4 (7,8) 
 
9 (56,3) 
 
8 (44, 5) 
 
2 (50,0) 
 Nefrectomia radical 
lumbar 
 
27 (59,4) 
 
5 (31,3) 
 
10 (55,5) 
 
0 (0,0) 
 Nefrectomia parcial 20 (39,2) 2 (12,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 
 Inoperable 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (50,0) 
Grado nuclear 
    
 Grado 1 7 (13,7) 1 (6,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 
 Grado 2 36 (70,6) 8 (53,3) 6 (33,3) 0 (0,0) 
 Grado 3 5 (9,8) 5 (33,3) 6 (33,3) 2 (50,0) 
 Grado 4 2 (3,9) 1 (6,7) 5 (27,8) 2 (50,0) 
 Inclasificable 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (5,5) 0 (0,0) 
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El estadio pT también se relacionó con el motivo de consulta (p=0,022). El 
68,7% y el 56,3% de los tumores con estadios más precoces (pT1 y pT2 
respectivamente) fueron diagnosticados de manera incidental, mientras que tan solo un 
22,2% de los pT3, y ninguno de los pT4, se diagnosticaron por este motivo (Tabla 12).  
Como era de esperar, el tipo de cirugía fue radical en todos los casos de tumores 
en estadio pT3 y pT4, aunque en este último caso hubo dos pacientes que se 
consideraron inoperables. El 39,2% de los tumores en estadio pT1 fueron sometidos a 
cirugías conservadoras (Tabla 12). 
Aunque el estadio pT no mostró asociación con el tipo histológico del tumor, sí 
lo hizo con el grado nuclear de Fuhrman (p=0,001). De manera que los grados 
nucleares más altos (3 y 4) aparecieron en tumores con estadios más avanzados, y los 
tumores con estadios pT1 y pT2 presentaron mayoritariamente grados 1 ó 2 (Tabla 12). 
 
4.2.5.4 Estadio de afectación ganglionar regional (pN). 
 Dado que en la mayoría de casos no se realizó una linfadenectomía, el 73% de 
los pacientes fueron clasificados como en estadio pNx, es decir, no fue posible la 
evaluación de los ganglios linfáticos regionales. 
 Se evaluó la afectación ganglionar en 24 casos (27%), de los cuales en 18 
(20,2%) el resultado fue negativo siendo clasificados como en estadio pN0. En los 6 
pacientes restantes se objetivó afectación de uno o más ganglios linfáticos regionales 
(estadios pN1 o pN2). Para el análisis estadístico se consideró como pN- el estadio 
pN0, y como pN+ los estadios pN1 y pN2 (Tabla 13). 
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Todos los tumores pN+ presentaron localización mesorrenal. Únicamente dos 
pacientes con CRCC tuvieron ganglios afectados, correspondiendo los cuatro casos 
restantes de pacientes con metástasis linfáticas a carcinomas renales de tipo 
sarcomatoide (p<0,0001). 
 La presencia de afectación ganglionar mostró relación estadísticamente 
significativa con el grado de diferenciación nuclear (p=0,004), de manera que ningún 
tumor pN+ presentó grado nuclear bajo (1 ó 2), tal y como se muestra en Tabla 13. 
 Igualmente, resultó estadísticamente significativa (p=0,006) la asociación entre 
estadio pT y pN, de manera que de los tumores con evaluación del estadio ganglionar, 
el 100% del los pT4 eran pN+ y ninguno de los pT1 presentaron metástasis linfáticas 
(Tabla 13). 
Tabla 13: Distribución de estadios pN según estadio pT y 
grado nuclear de Fuhrman  
 pN- 
n (%) 
pN+ 
n (%) 
Estadio pT 
  
 pT1 10 (55,5) 0 (0,0) 
 PT2 5 (27,8) 1 (16,7) 
 PT3 3 (16,7) 3 (50,0) 
 PT4 0 (0,0) 2 (33,3) 
Grado nuclear 
  
 Grado 1 3 (18,8) 0 (0,0) 
 Grado 2 7 (43,8) 0 (0,0) 
 Grado 3 2 (12,5) 2 (33,3) 
 Grado 4 3 (18,8) 4 (66,7) 
 Inclasificable 1 (6,3) 0 (0,0) 
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4.2.5.5 Presencia de metástasis a distancia (pM). 
 Presentaron metástasis a distancia 15 casos (16,9%). En un paciente no fue 
posible la evaluación de la presencia o ausencia de metástasis a distancia, y en el resto 
(82%) no se hallaron. La presencia de metástasis a distancia se relacionó con el motivo 
de consulta (p=0,013). La hematuria fue el motivo de consulta más frecuente entre los 
pacientes que presentaban metástasis a distancia (pM+), mientras que en los casos en 
los que el hallazgo del tumor fue incidental, tan solo dos fueron pM+. Los porcentajes 
de síntomas de inico según presencia de metástasis a distancia se muestran en la Tabla 
14. De igual forma, la presencia o ausencia de metástasis a distancia se relacionó 
estadísticamente con el grado nuclear de Fuhrman (p<0,0001) ya que los pacientes con 
metástasis a distancia presentaron un grado nuclear más avanzado que los libres de 
metástasis. Ningún tumor de grado 1 presentó estadios pM+ (Tabla 14). 
 Finalmente, los estadios pT y pM presentaron asociación estadísticamente 
significativa al igual que los pN y pM (p<0,0001 para ambos casos). Los datos se 
exponen en la Tabla 14. 
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Tabla 14: Distribución de estadios pM según motivo de 
consulta, grado nuclear de Fuhrman y estadios pT y pN 
 pM- 
n (%) 
pM+ 
n (%) 
Motivo de consulta 
  
 Masa abdominal 1 (1,4) 1 (6,7) 
 Hematuria 13 (17,8) 5 (33,3) 
 Dolor 7 (9,6) 2 (13,3) 
 Incidental 46 (63,0) 2 (13,3) 
 Otros 6 (8,2) 5 (33,3) 
Grado nuclear 
  
 Grado 1 7 (9,8) 1 (6,7) 
 Grado 2 48 (67,6) 2 (13,3) 
 Grado 3 11 (15,5) 7 (46,7) 
 Grado 4 4 (5,6) 5 (33,3) 
 Inclasificable 1 (1,4) 0 (0,0) 
Estadio  pT   
 pT1 35 (55,5) 5 (33,3) 
 pT3 15 (23,8) 1 (6,7) 
 pT3 12 (19,1) 6 (40) 
 PT4 1 (1,6) 3 (20) 
Estadio  pN   
 pN- 18 (100,0) 0 (0,0) 
 pN+ 0 (0,0) 6 (100,0) 
  
 
4.2.5.6 Estadio TNM y asociación con otros tumores. 
Un 58,2%  de los pacientes del estudio presentaron estadio I de la clasificación 
TNM (47 casos).  
Seis pacientes (6,7%) presentaron asociación sincrónica o metacrónica con otro 
tipo de tumores. 
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4.3 ANÁLISIS DE SECUENCIAS MICROSATÉLITE  
El estudio de secuencias microsatélite en muestras tumorales permite evaluar el 
grado de inestabilidad genómica que poseen, permitiendo además clasificarla en dos 
tipos: inestabilidad de microsatélites (MSI), y pérdida de heterocigosidad (LOH). 
Ambos tipos de inestabilidad se diferencian en las causas que las provocan y ponen de 
manifiesto dos mecanismos distintos de adquisición de mutaciones.  
Inestabilidad de microsatélites: El Análisis tanto del ADN tumoral como del 
ADN procedente de tejido sano de los 89 pacientes de nuestro estudio no reveló la 
presencia de inestabilidad en ninguno de los 5 microsatélites del panel de Bethesda 112, 
ni tampoco en los 2 microsatélites localizados en las regiones exonicas de los genes 
TGFβrII y BAX. Estos resultados permiten descartar este tipo de inestabilidad en casos 
de carcinoma de células renales esporádico en la población analizada, y además nos 
indican que no existe una relación directa entre el Síndrome de Lynch y este tipo 
tumoral.  
Pérdida de heterocigosidad: Aunque el panel de marcadores microsatélites 
utilizado en este estudio está optimizado para detectar MSI, también nos permitió 
detectar LOH en algunas regiones cromosómicas. Para poder analizar la pérdida de 
heterocigosidad son necesarios dos requisitos: 
a) El individuo estudiado debe ser heterocigoto en cuanto a la longitud del 
microsatélite, de forma que sólo los heterocigotos son informativos. Los microsatélites 
BAT-25 y BAT-26 son monomórficos, todos los pacientes presentaron un solo alelo 
con la misma longitud, y por tanto no pudieron usarse para el estudio de LOH. Los 
microsatélites exónicos de los genes TGFβrII y BAX tampoco pueden usarse para el 
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estudio de LOH, porque al ser codificantes, no admiten variaciones polimórficas en su 
longitud. Los únicos microsatélites que se mostraron informativos por poseer varios 
alelos de distinto tamaño fueron D5S346, D3S1611, D2S123 y D17S250.  
b) Otro de los requisitos para poder detectar LOH, es disponer de ADN 
procedente de tejido sano del mismo individuo para poder realizar una comparación 
entre ADN tumoral y procedente de tejido sano. Al realizar dicha comparación se 
observó que un alto porcentaje de los tumores había perdido uno de los alelos, 
indicando que se había perdido el fragmento de material genético que contenía en su 
interior el microsatélite estudiado.  
De los cuatro marcadores microsatélites que se revelaron como informativos 
sólo se detectó LOH en tres de ellos: D3S1611, D2S123 y D17S250. En la figura 21 se 
muestran ejemplos de pérdida de heterocigosidad para dichos marcadores detectados en 
nuestros pacientes de estudio.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21: Ejemplos de pérdida de heterocigosidad en los pacientes del estudio. Los sujetos A) N51,  
B) N29 y C) N81 son heterocigotos para los microsatélites estudiados (presentan 2 alelos, los cuales 
difieren en su tamaño). En el tejido tumoral se puede apreciar que uno de los alelos se ha perdido 
cuando hacemos la comparación con tejido normal del mismo paciente. 
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El fenómeno de LOH fue frecuente sobre todo a nivel del microsatélite 
D3S1611 que aconteció en el 34,9%, (15/43) seguido del microsatélite D2S123 en un 
7,5% (4/53) y del D17S250 con un 5,6% (4/72). En el marcador microsatélite D5S346 
no se detectó LOH en ninguno de los casos. (Tabla 15). 
 
 
 
 
 
 
Estos resultados nos indican que la inestabilidad cromosómica que afecta a 
grandes fragmentos de material genético parece ser la principal alteración genética que 
caracteriza a este tipo tumoral en nuestra población. También se deduce que las 
pérdidas de material genético no parecen ser algo aleatorio, sino más bien específico y 
característico del tipo tumoral. Ésta es la explicación de que la región 3p (donde se 
localiza el marcador D3S1611) presente un alto porcentaje (34,9%) de pérdida de 
heterocigosidad en cáncer renal de células claras, y sin embargo no hayamos 
encontrado ningún caso de pérdida de heterocigosidad en la región 5q22 (donde se 
localiza el marcador D5S346). Cuando se analizó la LOH según el subtipo histológico 
se observó que fue el carcinoma renal de células claras el que manifestó pérdidas en el 
microsatélite D3S1611 más frecuentemente (46,4%). (Tabla 16).  
 
 
Tabla 15: Porcentaje de LOH en los casos informativos 
Microsatélite Nº de casos con 
LOH 
Nº de casos 
informativos 
% corregido 
 D3S1611 15 43 34,9  
 D2S123 4 53 7,5  
 D17S250 4 72 5,6  
 D5S346 0 71 0  
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TABLA 16: Distribución de LOH según microsatélite analizado y tipo histológico del 
tumor  
 D3S1611 
n (%)* 
D17S250  
n (%)* 
D2S123 
n (%)* 
CCR células claras 13(46,4) 1(2,17) 2(5,8) 
CCR papilar 1(20,0) 1(10,0) 0 
CCR cromófobo 0 2(40,0) 2(50,0) 
CCR sarcomatoide 1(50,0) 0 0 
  
El estudio de estos cuatro microsatélites sólo nos informó de una pequeña 
fracción del genoma. El D2S123 se sitúa en brazo corto del cromosoma 2, el D3S1611 
en el brazo corto del cromosoma 3, el D17S250 en el brazo corto del cromosoma 17 y 
el D5S346 en el brazo largo del cromosoma 5 (Figura 22). Pese a ello encontramos 
LOH en 23 de los 89 tumores, lo cual da idea de la alta frecuencia con la que ocurren 
aberraciones cromosómicas en este tipo tumoral.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 22: Localización de los microsatélites D2S123, D3S1611, D5S346 y D17S250. La estrella roja 
marca la localización del microsatélite en sus respectivos cromosomas: A cromosoma 2, B) cromosoma 
3, C) cromosoma 5 y D) cromosoma17. 
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4.4 ANÁLISIS DE HIPERMETILACIÓN DEL PROMOTOR 
DEL GEN hMLH1 
Está demostrado que el silenciamiento epigenético mediante metilación de la 
región promotora es una forma común de bloquear la expresión del gen hMLH1 en 
varios tipos tumorales esporádicos 106-108. Por ello se decidió en el presente estudio 
llevar a cabo este análisis en nuestro grupo de pacientes. 
 
Como se indicó en el capítulo de material y métodos, el análisis de metilación se 
llevó a cabo mediante el empleo de enzimas de restricción sensibles a metilación. Para 
validar la técnica se empleó ADN metilado procedente de dos fuentes distintas: 
metilación enzimática, y procedente de la línea celular HEK293T. Al realizar el análisis 
de metilación del promotor del gen hMLH1 sólo obtuvimos una clara amplificación tras 
digerir con la enzima HpaII en controles positivos. La intensidad de esta banda 
amplificada era igual que la del control sin digerir, de lo cual se deduce que el 100% 
del ADN se encuentra metilado en las posiciones estudiadas. El uso de estos controles 
nos permite tener la seguridad de que la metodología empleada es adecuada para la 
detección de metilación.  
Una vez validada la técnica se procedió al estudio del ADN tumoral de las 
muestras de nuestro estudio. En ninguna de las 89 muestras analizadas se detectó un 
grado de amplificación similar al del control positivo de metilación (C+) cuando se 
usaba como molde ADN digerido previamente con la enzima HpaII. Este resultado es 
indicativo de una ausencia de metilación. En la Figura 20 se muestran cuatro geles 
representativos de las muestras analizadas. El gel A corresponde a uno de los tumores 
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analizados. El gel B corresponde a ADN sanguíneo procedente de un individuo sano. El 
gel C corresponde a ADN tratado con metilasa, y el D a ADN procedente de la línea 
celular HEK293T. Con flechas rojas se indican las bandas de amplificación obtenidas 
al usar como molde ADN digerido con la enzima HpaII, indicando la presencia de 
metilación. Esta banda sólo se obtuvo en los controles positivos de metilación (geles C 
y D), estando ausente tanto en los controles negativos como en las muestras de ADN 
tumoral del estudio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23: Análisis del estado de metilación del promotor del gen hMLH1. Se indica en cada calle del 
gel la enzima con la que se digirió el ADN molde. El control positivo (C+) de la reacción de PCR se 
realizó con ADN sin digerir, y el control negativo (C-) no incluyó ADN. El gel A fue obtenido a partir de 
uno de los tumores analizados en este estudio. El gel B corresponde a sangre de un individuo sano y 
representa un control negativo de metilación. Como controles positivos de metilación se utilizaron ADN 
previamente metilado con la enzima HpaII metilasa (C) y ADN de la línea celular HEK293T, en la cual 
el promotor del gen hMLH1 se encuentra inactivado por metilación (D). M: marcador de tamaño 
molecular; pb: pares de bases. 
 
En 12 de las muestras analizadas (13,5%) se observaron productos de 
amplificación de intensidad moderada al digerir el ADN con la enzima HpaII. Estos 
resultados podrían indicar la existencia de metilación en uno solo de los alelos del gen, 
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o a la existencia en el tumor de una subpoblación de células en las que el promotor se 
encuentre metilado. Estos casos no presentaron ninguna característica 
anatomopatológica distinta al resto (Figura 24). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24: Ejemplo representativo de los tumores susceptibles de hemimetilación, que mostraron 
producto de amplificación en la calle donde se había utilizado ADN digerido con la enzima HpaII 
(flecha roja). 
 
Para poder concluir si se trataba de metilación monoalélica se realizó un análisis 
densitométrico de estas bandas para conocer la cantidad de producto de amplificación 
obtenido. Para ello se analizó la intensidad de la banda obtenida tras utilizar ADN 
digerido con la enzima HpaII, y se comparó con la intensidad de su control positivo de 
ADN sin digerir (la formula de detalla en el apartado de materiales y métodos como 
tabla 6). La existencia de metilación monoalélica originaría que la intensidad de la 
banda obtenida ADN digerido fuera del 50% respecto a la intensidad de la banda 
obtenida a partir de ADN sin digerir. Este porcentaje no se alcanzó en ninguna de las 
muestras, encontrándose la media en 12,8%. Por lo cual se descartó que esa 
amplificación se debiera a una metilación monoalélica, atribuyéndose a una digestión 
enzimática incompleta por parte de la enzima HpaII. Los resultados del análisis 
densitométrico se muestran en la tabla 17, donde aparecen los dos controles de ADN 
no metilado, el control de ADN metilado, los tumores sospechosos de presentar 
metilación parcial y el fragmento en el que se detecto la posible metilación.  
100
200
300
pb
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Puesto que en nuestras 89 muestras no encontramos ningún caso positivo de 
metilación, estos resultados indican que dicho fenómeno no juega un papel 
significativo en el desarrollo de este tipo tumoral en la población analizada.  
 
Tabla 17: Resultados del análisis densitométrico 
 Fragmento fondo HpaII C+ HpaII-fondo C+-fondo Hpa/C+ % 
2 429 438 552 9 123 7% Control 
negativo 1 3 400 418 509 18 109 16% 
2 130 131 268 1 138 0.7% Control 
negativo 2 3 115 129 220 14 105 13% 
1 285 331 343 46 58 79% 
2 375 425 468 50 93 54% 
Control 
metilado 
3 334 383 385 49 51 96% 
2 283 308 433 25 150 17% N5 
3 285 306 380 21 95 22% 
2 175 184 280 9 280 9% N13 
3 160 170 224 10 64 16% 
2 301 302 599 1 198 0,5% N19 
3 310 329 438 19 128 15% 
1 326 361 534 35 208 17% N21 
2 237 254 353 17 116 15% 
2 267 282 403 15 136 11% N32 
3 280 296 407 16 127 13% 
2 207 214 509 7 302 2% N42 
3 130 140 326 10 196 5% 
2 463 461 611 0 148 0% N46 
3 397 422 544 25 147 17% 
2 210 215 398 5 188 3% N50 
3 244 256 441 12 197 6% 
2 89 95 187 6 98 6% N51 
3 80 89 174 9 94 10% 
2 180 190 371 10 191 5% N55 
3 181 203 377 22 196 11% 
2 302 313 468 11 166 7% N80 
3 190 201 271 11 81 14% 
2 225 229 311 4 86 5% N81 
3 178 185 247 7 69 10% 
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4.5 ANÁLISIS DE MUTACIONES EN LOS GENES hMLH1 Y 
hMSH2 
Para la realización de este estudio se evaluaron diferentes técnicas, unas basadas 
en la electroforesis en geles de poliacrilamida como SSCP, TTGE y DGGE, y por otro 
lado la secuenciación automática. Las primeras tienen la ventaja de la rapidez y 
economía. La segunda es más costosa y cara, pero proporciona una información mas 
completa. Tras valorar todas nos decidimos por la secuenciación directa. El estudio 
comenzó con el diseño de cebadores para los 19 exones del gen hMLH1 y los 16 del 
gen hMSH2, y posteriormente se pusieron a punto las condiciones de amplificación. El 
análisis de los 19 exones de hMLH1 y 16 de hMSH2 permitió detectar un total de 8 
(9,0%) pacientes de CCR con alteraciones de secuencia en los genes MMR estudiados. 
Todas las mutaciones detectadas en este estudio estaban en heterocigosis, implicaban 
un cambio de aminoácido en el ADN tumoral y aparecieron en carcinomas renales de 
células claras. Todos estos cambios nucleotídicos fueron confirmados mediante la 
secuenciación del amplicón en sentido opuesto. Además, se realizó la secuenciación de 
ADN procedente de tejido renal sano del mismo paciente para determinar si las 
mutaciones eran constitutivas o somáticas. Todas fueron detectadas también en ADN 
procedente de tejido sano, concluyéndose por tanto que eran constitutivas. Tres 
enfermos (3,7%) presentaron mutaciones en el gen hMLH1 y cinco (5,6%) en el gen 
hMSH2. Un paciente presentó dos mutaciones en el exón 6 del gen hMSH2 (G322D y 
P349A). La mutación P349A en el gen hMSH2, ha sido descrita por primera vez en este 
trabajo. En la Tabla 18 se detallan las características de las mutaciones encontradas, así 
como las características anatomopatológicas y clínicas. 
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Cabe destacar que dos pacientes presentaron la mutación c.1912-1913 AA>GC 
en el gen hMLH1 implicando a dos bases consecutivas y que se traduce en un cambio 
de aminoácido lisina>alanina (K618A), y otros cuatro pacientes eran portadores de la 
mutación c.1033 G>A en el gen hMSH2 que se traduce en un cambio de aminoácido 
glicina>aspártico (G322D). La edad media de los pacientes con CCR que presentaron 
mutaciones fue de 66,9 años, similar a la de los no portadores de alteraciones en estos 
genes. Ningún paciente con mutación en los genes MMR presentó fenómenos de LOH. 
En la figura 25 se muestran los electroforetogramas obtenidos al analizar las 
secuencias donde se aprecian las mutaciones detectadas. 
 
 
 
 
 
Figura 25: mutaciones encontradas en los pacientes de CCR. En la parte superior se indican las bases 
que cambian. En la inferior el gen donde se localizan. En los electroforetogramas se muestra una 
comparación de una secuencia normal (arriba) con otra portadora de mutación e indicadas por las 
flechas. (Abajo). 
 
Debido a que las mutaciones K618A y G322D fueron detectadas en más de un 
paciente (dos y cuatro respectivamente) cabía la posibilidad de que pudieran estar 
relacionadas con el desarrollo del cáncer renal, o bien que fuesen polimorfismos sin 
relación con la enfermedad. Con el fin de conocer la naturaleza de las mutaciones 
K618A y G322D se realizó la secuenciación de los exones 16 de hMLH1 y 6 de 
hMSH2 (donde se localizan respectivamente dichas mutaciones) en un total de 95 
sujetos control, del mismo ámbito geográfico y con edad similar, en los cuales se había 
AA>GC G>A G>A C>GT>G
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descartado cualquier tipo de enfermedad oncológica previa. La mutación K618A del 
gen hMLH1 se detectó en tres (3,2%) de los controles analizados, y la G322D del gen 
hMSH2 en dos (2,1%) de ellas. Puesto que no hay diferencias estadísticamente 
significativas entre controles y enfermos, y que en ambos grupos las mutaciones 
aparecen en un porcentaje mayor al 1%, los datos sugieren que dichas variaciones de 
secuencias podrían responder a cambios de naturaleza polimórfica, haciendo por tanto 
difícil relacionar la génesis del tumor con dichos cambios en la secuencia. El estudio 
realizado en el grupo control permitió detectar además el cambio K618R en el gen 
hMLH1, mutación que no había sido descrita previamente ni en pacientes ni en 
controles. La edad media de los controles que presentaron cambios en los genes MMR 
estudiados fue 59,3 años. 
El análisis de los antecedentes familiares y personales de los pacientes permitió 
determinar que de los enfermos portadores de mutaciones, dos de ellos tenían 
antecedentes familiares oncológicos: la paciente N30 con la mutación K618A en el gen 
hMLH1 (hermano con neoplasia laríngea) y el enfermo N40 con mutación G322D en el 
gen hMSH2 (hermana con antecedentes de cirugía por tumoración intestinal benigna no 
especificada). Estos mismos enfermos tenían antecedentes personales de otro tipo de 
neoplasias: la paciente N30 con un carcinoma ductal de mama y tumor de endometrio; 
y el enfermo N40 con antecedente de una gammapatía monoclonal IgG con cadenas 
ligeras Lambda. Este resultado podría estar indicando la presencia de una 
predisposición genética a padecer cáncer en las familias de los portadores de 
mutaciones en los genes MMR. Se intentó estudiar la segregación de estas mutaciones 
con la enfermedad en las familias afectadas, pero no fue posible por falta de muestras y 
de las historias clínicas. En la figura 26 se representan los árboles filogenéticos de las 
familias de los enfermos con la información de que se dispone. 
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Figura 26: Árboles filogenéticos de los dos enfermos de CCR portadores de mutación con 
antecedentes familiares de cáncer. A) La portadora de la mutación K618A en el gen hMLH1 tenía un 
hermano con una neoplasia laríngea. B) El portador de la mutación G322D tenía una hermana afectada 
de neoplasia intestinal benigna. 
 
Además de las mutaciones mostradas anteriormente también se detectaron 
mutaciones silenciosas en dos de los pacientes. Una en el gen hMLH1 en la posición 
c.435 A>G (A125A), y otra en el gen hMSH2 en la posición c.1556 A>G (L496L), las 
cuales no provocan un cambio de aminoácido. Igualmente durante el estudio de estos 
genes se detectaron varios polimorfismos tanto exónicos como intrónicos, cuyas 
frecuencias genotípicas se detallan en la Tabla 19. Se compararon con las frecuencias 
de los mismos polimorfismos descritas, bien en población europea (cuando había datos 
de la misma), o en población global. No se aprecian diferencias significativas entre los 
datos obtenidos en nuestro estudio comparados con los descritos en las bases de datos. 
Los datos de las frecuencias descritas se obtuvieron de la página del NCBI (National 
Center for Biotechnology information). 
 
 
 
 
K618A? G322D?A B
K618A en hMLH1
afectada de CCR
K618A? en hMLH1
afectado de neoplasia
laringea
G322D? en hMSH2
afectada de neoplasia
intestinal benigna
G322D en hMSH2
afectado de CCR
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Tabla 19: Localización y frecuencias genotípicas de los polimorfismos hallados en los 
genes hMLH1 y hMSH2 
localización Posición Frec. genotípica 
en pacientes 
Frec. genotípica descrita 
Exón 8 g.18589 
(I219V) 
AG = 0,41 
AA = 0,37 
GG = 0,22 
Población 
europea 
AG = 0,42 
AA = 0,45 
GG = 0,13 
hMLH1 
Intrón 14 g.48761 
AG= 0,44 
GG= 0,30 
AA= 0,26 
Población 
europea 
AG = 0,43 
GG = 0,28 
AA = 0,28 
Intrón 1 g.288 
CC = 0,54 
CG = 0,28 
GG = 0,18 
Población 
global 
CC = 0,20 
CG = 0,47 
GG = 0,33 
Intrón 6 g.26608 
TT = 0,93 
TC = 0,06 
CC = 0,01 
Población 
global 
TT = 0,99 
TC = 0,01 
CC = 0,00 
Intrón 9 g.63525 
AA = 0,76 
AT = 0,22 
TT = 0,02 
Población 
global 
AA = 0,66 
AT = 0,34 
TT = 0,00 
Intrón 10 g.63697 
GA = 0,48 
GG = 0,43 
AA = 0,09 
Población 
europea 
GA = 0,42 
GG = 0,45 
AA = 0,13 
hMSH2 
Intrón 12 g.73237 
TT = 0,74 
TC = 0,22 
CC = 0,03 
Población 
europea 
TT = 0,78 
TC = 0,22 
CC = 0,00 
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4.6 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS DE AMINOÁCIDOS. 
 El alineamiento de secuencias de aminoácidos nos permite valorar cual es el 
grado de conservación de éstas entre distintas especies. Un grado de conservación alto 
nos indica que esa región debe jugar un papel importante para la función de la proteína, 
y generalmente cualquier variación provocará una alteración de su función. Regiones 
con menor importancia funcional admiten un número mayor de variaciones sin que 
cambie sustancialmente la actividad de la proteína. El alineamiento de secuencias de 
aminoácidos permite predecir de forma indirecta el grado de patogenicidad de las 
mutaciones detectadas. 
 Para realizar este estudio se utilizó el programa informático Clustal W, y las 
secuencias de aminoácidos fueron obtenidas de la página del NCBI.  
 En la comparación de secuencias realizado para la mutación P349A (no descrita 
anteriormente), se aprecia una conservación total en todas las especies de las cuales 
hemos obtenido secuencia, incluyendo grupos tan alejados como mamíferos, plantas, 
levaduras y bacterias. Esto indica que debe ser un aminoácido importante para la 
función de la proteína. Además, debido a la estructura del aminoácido prolina, se sabe 
que es capaz de provocar un giro en la cadena polipeptídica que rompe la estructura 
secundaria de la misma, y cualquier cambio que implique a este aminoácido tendrá 
graves consecuencias estructurales para la proteína. (Figura 27). 
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Figura 27: Comparación de secuencias de aminoácidos para la mutación P349A de la proteína 
hMSH2 entre humanos y otras especies. La mutación P349A es descrita por primera vez en este estudio. 
 
 Este mismo estudio lo hemos realizado para las mutaciones V716M en el gen 
hMLH1, y I145M del gen hMSH2. En estos casos los aminoácidos afectados también 
muestran un alto grado de conservación, el aminoácido 716 del gen hMLH1 es valina 
en todas las especies estudiadas, mientras que el aminoácido 145 es Isoleucina, o bien 
valina en algunas especies, aminoácidos ambos que comparten caracteristicas físico-
químicas similares. (Figura 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28: Comparación de secuencias de aminoácidos de las mutaciones no polimórficas I145M en 
el gen hMSH2 y V716M en el gen hMLH1. 
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Además de estudios de análisis de secuencias de aminoácidos para valorar el 
grado de conservación evolutivo es posible plantear otros estudios que atienden a las 
características físico-químicas de los aminoácidos implicados en las mutaciones. En la 
figura 29 se detallan algunas de estas características, como pueden ser la polaridad y la 
carga. A continuación se detallan el tipo de cambio encontrado y las propiedades físico-
químicas de los mismos. 
 Cambio K618A: El aminoácido Lisina (K) tiene características básicas, y a pH 
fisiológico presenta carga +, es sustituido por el aminoácido Alanina (A), de naturaleza 
apolar, por tanto sin carga y con una cadena lateral mucho mas corta. 
 Cambio G322D: El aminoácido Glicina (G) es polar, no tiene carga no presenta 
cadena lateral, es el aminoácido con el tamaño mas pequeño que existe, es sustituido 
por Aspártico (D), de carácter ácido y que presenta carga – a pH fisiológico. 
 Cambio V716M: El aminoácido Valina (V) es de naturaleza apolar, es 
sustituido por otro aminoácido apolar como es la Metionina (M), sin embargo este 
último presenta un átomo de azufre en su molécula que le puede permitir formar 
puentes disulfuro con otra Metionina. 
 Cambio I145M: El aminoácido Isoleucina (I) es apolar, tiene una cadena lateral, 
cambia por otro aminoácido apolar (M), con una cadena lateral de tamaño similar, pero 
conteniendo un atomo de azufre. 
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Figura 29: Resumen de algunas de las propiedades físico-químicas de los aminoácidos. 
 
 
 
4.7 PREDICCIÓN DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 
La predicción del efecto que producen los cambios aminoacídicos sobre la 
estructura secundaria es otra aproximación informática que nos puede permitir valorar 
el grado de patogenicidad de cualquier mutación detectada. Para ello se realiza una 
comparación entre la secuencia de aminoácidos nativa (normal), y la secuencia donde 
se ha sustituido el aminoácido normal por el mutante. El programa informático 
utilizado en este estudio se encuentra disponible para uso público en la dirección de 
Internet: http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/dompred/DomPredform.html. 
Gracias a esta predicción podemos determinar si el cambio de un aminoácido 
por otro supone una grave distorsión en la estructura secundaria de la proteína, y por lo 
tanto en su función. Estos cambios a veces aparecen en zonas alejadas de la posición 
donde ha ocurrido la mutación. 
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En las figuras siguientes se muestran las imágenes obtenidas con el programa de 
predicción, se representan como cilindros de color verde las regiones de α-hélice, como 
flechas de color amarillo las regiones de β-lamina plegada, y como una línea las 
regiones que no adoptan ningún tipo de conformación secundaria. Con un círculo rojo 
se han rodeado en las proteínas portadoras de mutación las regiones que han cambiado 
su estructura secundaria. Debido a la longitud de la secuencia de aminoácidos el 
programa nos ofrece las predicciones fraccionadas en distintas páginas consecutivas 
numeradas como 1, 2, 3 y 4.  
Las predicciones referentes a la proteína hMLH1 corresponden a las figuras 30 
(nativa), 31 (mutación K618A) y 32 (mutación V716M). En ellas podemos apreciar que 
la mutación provoca varios cambios en la estructura secundaria, mientras que la 
mutación V716M curiosamente no ha provocado ninguno. 
Las predicciones realizadas para la proteína hMSH2 se muestran en las figuras 
33 (nativa), 34 (mutación I145M), 35 (mutación G322D) y 36 (mutación P349A). En 
todas ellas se observan variaciones en la estructura secundaria. Curiosamente en la que 
menos alteraciones aparecen es en la mutación P349A, que afecta al aminoácido 
prolina el cual tiene unas importantes implicaciones estructurales. Debido a que dicha 
mutación se sitúa en una región sin estructura secundaria su efecto en la modificación 
de ésta a resultado más leve. Sin embargo no podemos concluir que esta mutación no 
tenga importancia, puesto que la función de la proteína depende además de la estructura 
secundaria de la conformación tridimensional que adopta (estructura terciaria). La 
mutación P349A podría crear una distorsión en la estructura terciaria que afectase a la 
actividad de la proteína, aunque dicha distorsión no aparezca reflejada en la secundaria. 
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Figura 30: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMLH1 nativa 
1 2
3
Figura 30: Estructura 
secundaria de la proteína 
hMLH1 nativa
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Figura 31: Estructura 
secundaria de la 
proteína  hMLH1con
la mutación K618A 
1 2
3
Figura 31: Estructura 
secundaria de la
proteína hMLH1 con 
la mutación K618A
                                                                                                       IV.Resultados 
- 115 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMLH1 con
la Mutación V716M 
1 2
3
Figura 32: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMLH1 con la 
mutación V716M
                                                                                                       IV.Resultados 
- 116 - 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMSH2 nativa
1 2
3 4
Figur  33: Estructura
secu daria de la
proteína hMSH2 nativa
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Figura 34: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMSH2
con la mutación I145M 
1 2
3 4
Figura 34: Estructura
secundaria de la 
proteína hMSH2
con la mutación I145M
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Figura 35: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMSH2
con la mutación G322D
1 2
3 4
Figura 35: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMSH2 
con la mutación G322D
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Figura 36: Estructura 
secundaria de la 
proteína hMSH2
con la mutación P349A 
1 2
3 4
Figura 36: Estructura
secundaria de la
proteína hMSH2 
con la mutación P349A
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      V. DISCUSIÓN 
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5.1 COMENTARIOS AL MÉTODO 
5.1.1 Tipo de estudio. 
 En este estudio se han seleccionado de manera consecutiva 89 pacientes 
diagnosticados de CCR esporádico del área de cobertura sanitaria del Complejo 
Hospitalario Universitario de Albacete (aproximadamente 375.000 habitantes). Este 
trabajo representa el primer estudio realizado sobre los genes MMR y cáncer renal en 
población española, y uno de los primeros con estas características, a nivel mundial. 
 Los datos en los que se basa este estudio proceden de dos fuentes 
fundamentales: en primer lugar las Historias Clínicas de los pacientes, las cuales se 
encuentran archivadas y organizadas en el Servicio de Archivos Generales del 
Complejo Hospitalario Universitario de Albacete; y en segundo lugar, de muestras de 
tejido tumoral renal y de parénquima renal sano, de las que enviamos un fragmento al 
Servicio de Anatomía Patológica del Complejo Hospitalario Universitario de Albacete 
para su análisis histopatológico y conservamos otro fragmento para su análisis 
molecular. Dicho análisis se realizó en la Unidad de Investigación de dicho Complejo 
Hospitalario, en la que realizamos la extracción de ADN, y la Facultad de Medicina de 
Albacete de la Universidad de Castilla-La Mancha (Laboratorio del Área de Genética) 
donde se realizaron las reacciones de PCR, secuenciación, estudio de microsatélites y 
análisis de hipermetilación.  
 La obtención de datos de la primera fuente no ocasionó problemas importantes. 
Al tratarse de un estudio transversal los cuestionarios de recogida de datos se 
completaron en el momento en el que se revisó al paciente tras su alta en consulta 
externa.  
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En cuanto a la obtención de las muestras de tejido, una vez extraída la pieza 
quirúrgica previo consentimiento informado, se obtuvo de la misma una porción de 
muestra tumoral suficiente para su tratamiento en el laboratorio. Para ello se procuró 
obtener tejido que macroscópicamente no presentara aspecto necrótico o hemorrágico y 
en cantidad suficiente. Asimismo, se obtuvo una pequeña porción de tejido 
macroscópicamente sano, que en el caso de las nefrectomías radicales se extrajo del 
parénquima renal más alejado del tumor, y en las nefrectomías parciales del margen de 
seguridad de parénquima sano, también lo más alejado posible del tumor. Las muestras 
una vez obtenidas fueron congeladas a -80ºC hasta su procesamiento. 
En cuanto a los sujetos control analizados en este estudio, se obtuvo una 
muestra de sangre, tras solicitar su consentimiento informado, una vez que entraron a 
quirófano para tratarse de patologías quirúrgicas benignas. 
El tipo de estudio que se ha planteado en este trabajo de tesis doctoral tiene las 
limitaciones comunes a cualquier estudio transversal en función de sus posibles sesgos 
de incidencia-prevalencia y de ambigüedad temporal. 
 
5.1.2 Características de los pacientes de la muestra 
 Los pacientes de nuestro estudio no difieren significativamente en cuanto a edad 
y sexo del resto de series publicadas sobre CCR 114,116,186, confirmándose por tanto que 
es una patología más prevalente en hombres de 50 a 70 años de edad.  
En los últimos años se ha producido un incremento en la incidencia del cáncer 
renal debido en parte al aumento del uso de técnicas de imagen. Gracias a esto hoy en 
día los tumores renales se diagnostican de manera más precoz, cuando todavía no han 
presentado ninguna sintomatología y siendo por tanto de menor tamaño, lo que les 
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confiere un mejor pronóstico 186,187. Más de la mitad de los pacientes de este estudio 
(55%) fueron diagnosticados de manera incidental, lo que apoya la confirmación de 
esta tendencia.  
En cuanto al tipo de tratamiento efectuado hay que destacar la tendencia 
creciente a realizar cirugías conservadoras electivas en estos enfermos152. Así, en el 
24,7% de los casos se realizó nefrectomía parcial, con margen de parénquima renal 
sano. En estos casos, para tomar la decisión de realizar cirugía conservadora se tuvo en 
cuenta la localización tumoral, el tamaño tumoral, el estadio clínico y la preferencia del 
paciente. No obstante, la nefrectomía radical fue la opción quirúrgica mayoritaria.  
El tamaño más frecuentemente encontrado en el momento del diagnóstico de los 
tumores renales oscila entre 5 y 8 cm., tal y como ocurrió en el presente estudio, ya que 
el 46,1% de los tumores fueron diagnosticados con un tamaño entre 4 y 7cm. En el 
presente estudio, el tamaño tumoral fue menor de 7 cm. en los casos que se 
diagnosticaron de manera incidental, por lo que, el diagnóstico precoz hace que los 
tumores detectados sean de menor tamaño y probablemente presenten mejor pronóstico 
187.  
Una de las características del carcinoma renal es la presencia de nódulos 
satélites, que varía del 4,4 al 22,4% de los casos 149. Este hecho plantea un problema a 
la hora de manejar los tumores renales, ya que es difícil el diagnóstico y si realizamos 
cirugía conservadora queda la posibilidad de dejar lesiones satélites. No obstante, el 
comportamiento de estas lesiones continúa siendo incierto y la tasa de recidiva baja 
149,152. En nuestra serie la tasa de tumores múltiples fue baja (únicamente dos casos). 
El carcinoma de células claras es también llamado carcinoma renal 
convencional, puesto que es el subtipo histológico más frecuente rondando el 70% de 
todos los tumores de células renales. De éstos, aproximadamente el 5% sufren 
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diferenciación sarcomatoide, siendo además la variante que más comúnmente sufre esta 
diferenciación 135. De los 89 casos que se estudiaron en este trabajo, 59 (66,3%) fueron 
carcinomas de células claras y otros 5 (5,6%) presentaron diferenciación sarcomatoide. 
Aunque no en todos estos casos fue posible conocer la estirpe celular de origen, en la 
mayoría se pudieron reconocer células compatibles con la estirpe celular convencional. 
Este tipo de tumor es el de peor pronóstico de todas las variantes celulares, aunque 
dicho pronóstico mejora con el diagnóstico precoz 139. 
El segundo tipo de tumor en frecuencia es el carcinoma papilar, cuya frecuencia 
oscila entre el 10 y 15% 135 (12,4% en este trabajo) siendo su pronóstico más favorable 
que el de células claras y menor que el tercer tipo en frecuencia, el carcinoma 
cromófobo 139.  
En definitiva, en este estudio se ha encontrado una distribución de subtipos 
anatomopatológicos similar a la de la literatura, si bien, la variante cromófoba ha sido 
ligeramente superior a la descrita clásicamente, aunque en los últimos años se ha 
producido un incremento en el diagnóstico de esta variante 139, lo que apoya los 
hallazgos de este estudio.  
Aunque el grado nuclear presenta ciertas controversias a la hora de su 
utilización, constituye el factor pronóstico más importante después del tipo histológico 
y del estadio tumoral 188. El grado nuclear más frecuentemente hallado en los 
carcinomas de células claras es el grado 2, estando en debate la necesidad de cambiar el  
sistema de graduación, unificando los grados 1 y 2 142,189, ya que parece ser que la 
influencia pronóstica del grado nuclear es más significativa cuando se agrupan los 
tumores bien diferenciados (G1 y G2 de Fuhrman) y los tumores indiferenciados (G3 y 
G4 de Fuhrman) 147. 
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En el presente estudio se detectó una relación estadísticamente significativa 
entre el grado nuclear y el tamaño tumoral, con una tendencia lineal creciente, de modo 
que a mayor tamaño tumoral se halló mayor grado nuclear. Ambas variables suponen 
un factor pronóstico, por lo que a la vista de estos datos, observamos que en la 
evolución de un tumor renal, su crecimiento en cuanto a tamaño va acompañado de 
desdiferenciación nuclear. También se halló relación con el motivo de consulta, lo que 
apoya lo comentado anteriormente, puesto que los tumores con menor grado nuclear 
fueron siempre diagnosticados de manera incidental, mientras que ningún tumor grado 
4 se diagnosticó de esta manera.  
Todos estos datos sirven de cierto control a la hora de realizar un tratamiento, de 
manera que los tumores con menor grado nuclear, con menor tamaño y habitualmente 
asintomáticos, deberían ser los susceptibles de ser tratados con técnicas más 
conservadoras, como así ocurrió.  
Dentro de todos los posibles factores pronósticos del cáncer renal, la extensión 
tumoral constituye el más importante de estos factores. Para ello, en el cáncer renal las 
clasificaciones más utilizadas son dos: la de Robson y la TNM. Siguiendo la 
clasificación TNM 143, se obtuvo una mayoría de estadios pT bajos, por debajo de pT2, 
lo que concuerda con los resultados obtenidos de mayor número de tumores 
asintomáticos. 
Existe una controversia en la clasificación del estadio pT, ya que los dos 
primeros, pT1 y pT2, se basan exclusivamente en el tamaño del tumor, y algunos 
autores consideran que ciertos tumores encuadrados en estadios muy bajos, no pueden 
ser tratados de manera conservadora, pues tienen tasas de recidiva y progresión altas 
146. No obstante, parece que el corte de 4 cm es el más relevante, pues no se han visto 
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diferencias en términos de supervivencia entre los tumores con tamaño entre 4 y 7 cm., 
y aquellos de más de 7 cm. 190. En cualquier caso, la mayoría de los casos con estadio 
pT bajo en este estudio fueron asintomáticos y tratados con cirugía conservadora, 
mientras que ningún estadio pT4 resultó asintomático, y ningún tumor pT3 o pT4 fue 
tratado con técnicas ahorradoras de parénquima renal. De igual forma y siguiendo los 
datos expuestos anteriormente, el grado nuclear fue mayor en los tumores con estadios 
pT más avanzados.  
En cuanto al estadio pN, sólo fue evaluado en 24 casos, ya que la 
linfadenectomía no se realizó en todos los casos. El papel de la linfadenectomía en el 
cáncer renal sigue siendo un tema de discusión hoy en día, ya que no se ha demostrado 
que mejore la supervivencia. Tampoco hay acuerdo sobre cuál debe ser su extensión.  
La presencia de metástasis a distancia implica muy mal pronóstico. No obstante, 
dado que el cáncer renal presenta una historia natural poco predecible, en ciertos casos, 
se puede encontrar pacientes con tumores metastatizados con supervivencias largas 118. 
En este estudio, los pacientes que presentaron metástasis al diagnóstico tuvieron 
tumores que se manifestaron clínicamente en todos los casos excepto en dos, y que la 
mayoría de los casos presentaron grados nucleares 3 ó 4. El 66,7% de los pacientes con 
metástasis presentaron tumores en estadio superior a T3. 
 
 5.1.3 Estudio genético de las muestras. 
El análisis molecular de este trabajo se llevó a cabo sobre muestras de ADN 
genómico extraído a partir de tumor renal en fresco y de parénquima renal sano. Este 
hecho obligó a un manejo cuidadoso de las muestras, sobre todo de aquéllas de las que 
sólo se pudo obtener pequeñas cantidades, ya que la inadecuada manipulación de las 
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mismas podría llevar a la desestructuración o incluso a la pérdida de un material 
procedente de un tipo de tumor de relativa escasa incidencia. Además, el tumor renal 
presenta una gran heterogeneidad en su estructura, lo que en ocasiones dio lugar a 
dificultades en el tratamiento de las muestras. Como control al tejido tumoral se utilizó 
tejido renal sano en vez de sangre. La utilización de un tejido sólido presenta mayores 
dificultades tanto de obtención de la muestra como de procesado y purificación del 
ADN, sin embargo al tratarse del mismo tejido y con un origen común, disminuimos la 
posibilidad de confundir mutaciones que hayan podido surgir espontáneamente en el 
linaje celular que originó el riñón, con aquellas mutaciones exclusivas del tumor. 
 
5.1.3.1 Extracción de ADN 
Esta tarea laboriosa supone el inicio del trabajo en el laboratorio. Se comienza 
seleccionando un fragmento de la muestra de un tamaño apropiado (unos 30 
miligramos) para obtener la suficiente cantidad de ADN, pero sin ser excesivo, pues se 
pueden saturar las columnas utilizadas para ello, dando como resultado bajos 
rendimientos.  
Una vez obtenido el ADN, se valora su calidad en geles de agarosa, pues es 
común que en tejidos muy hemorrágicos o necróticos (como es frecuente en el caso del 
CCR) así como en muestras mal conservadas, el ADN se encuentre muy degradado, 
hecho que dificulta e incluso llega a imposibilitar su estudio. Posteriormente el ADN se 
cuantificó midiendo su absorbancia a 260 nm mediante un espectofotómetro, y se 
congeló a -80ºC hasta su utilización. 
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5.1.3.2 Amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
Esta técnica constituye el eje principal del actual trabajo. Fue necesario 
realizarla en los tres estudios genéticos: detección de mutaciones, análisis de 
microsatélites y estudio de hipermetilación. Para realizar el estudio de mutaciones se 
amplificaron los 19 exones de hMLH1 y los 16 de hMSH2. Para el análisis de 
microsatélites se amplificaron 8 fragmentos y para el estudio de hipermetilación 3. Esto 
supuso un total de 54 reacciones de PCR por paciente, y si lo multiplicamos por los 89 
pacientes incluidos en el estudio nos da un resultado de cerca de 5000 reacciones de 
PCR, a las que hay que añadir los numerosos casos en que fue necesario repetirlas. 
Todo ello da una idea de la laboriosidad del estudio que se presenta. 
Excepto en el caso del estudio de hipermetilación, los cebadores fueron 
diseñados explícitamente para este trabajo y fue necesario poner a punto las 
condiciones de amplificación en todos los casos, un total de 43 parejas de cebadores.  
Además del manejo de tal cantidad de muestras, el principal problema de esta 
metodología fue conseguir una buena amplificación que permitiese su posterior estudio. 
En muchos casos hubo que hacer numerosas repeticiones debido a la mala calidad del 
ADN de partida, y en algunos, tras intentar nuevas extracciones de ADN, hubo que 
retirarlos del estudio por no conseguir una calidad del material genético adecuada. Por 
otra parte, el principal problema de la PCR suele ser la contaminación de los 
amplificados por ADN distinto al que se pretende estudiar, que puede ser de otro 
paciente o incluso del propio investigador por no tomar las necesarias precauciones a la 
hora del manejo de las muestras. En este sentido se tomaron todas las precauciones 
necesarias como la utilización de material esterilizado, de puntas con filtro y guantes 
por parte del investigador, lo que permitió descartar problemas de contaminación.  
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5.1.3.3 Reacción de secuenciación 
Esta técnica constituye la forma más eficaz de detección de mutaciones, 
superando a otras técnicas como DGGE, TTGE o TGGE. Sin embargo, tiene el 
inconveniente de ser más cara, trabajosa y precisar de aparatos más sofisticados. La 
puesta a punto fue realizada por el Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina 
de la Universidad de Castilla-La Mancha, donde sus responsables son expertos en esta 
metodología.  
Para realizar esta técnica se necesita un producto de PCR de partida, que debe 
ser purificado previamente a realizar la reacción de secuenciación con el fin de eliminar 
los cebadores y nucleótidos no consumidos durante la misma. Esta reacción 
posteriormente también debe ser purificada antes de ser analizada en el secuenciador, 
para eliminar parte de los fragmentos de menor tamaño y homogeneizar la señal de 
fluorescencia. En total se realizaron más de 3000 reacciones de secuenciación, con sus 
respectivas purificaciones. Tras la electroforesis capilar en el secuenciador automático, 
todas las secuencias se revisaron visualmente. Teniendo en cuenta que los genes 
hMLH1 y hMSH2 tienen 756 y 934 aminoácidos respectivamente, si los multiplicamos 
por 3 (puesto que cada aminoácido esta codificado por 3 bases) obtenemos el número 
de bases pertenecientes a regiones exónicas que fue necesario leer. Este número es de 
5050 bases exónicas por paciente, y más de 450.000 en todo el estudio. 
En cuanto a los problemas que pueden surgir son varios, muchos de ellos 
derivados de un producto de PCR de mala calidad, bien por su baja concentración, o 
por una inadecuada purificación de la misma. También dificulta el estudio el hecho de 
que los fragmentos exónicos que se deben estudiar sean de un tamaño excesivo. En 
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nuestro caso no hubo ningún tipo de problemas y las secuencias fueron por lo general 
de una buena calidad, lo cual garantiza la fiabilidad del análisis.  
Cuando se detectó una anomalía en una secuencia analizada no se consideró 
mutación hasta que no se confirmó mediante secuenciación de la cadena 
complementaria. Con esta rutina se pretendió eliminar al máximo los posibles errores 
en la lectura de las secuencias, así como estar seguros completamente de que los 
cambios nucleotídicos encontrados eran reales. 
Cuando se confirmó una mutación en ADN tumoral, se llevó a cabo la 
secuenciación en ADN de tejido sano procedente del mismo paciente. Este control nos 
permitió conocer si las mutaciones eran somáticas o constitutivas. 
Finalmente, en los pacientes del grupo control y a partir de ADN extraído de 
muestras de sangre, se secuenciaron también los exones correspondientes a los genes 
estudiados donde aparecieron mutaciones (exón 16 del gen hMLH1 y exón 6 del gen 
hMSH2), con la finalidad de determinar si correspondían a verdaderas mutaciones 
patogénicas, o por el contrario eran variantes polimórficas. 
 
5.1.3.4 Análisis de microsatélites 
Se realizó sobre los marcadores microsatélites del panel de Bethesda 112, 
recomendados para el estudio de inestabilidad genética causada por defectos en los 
genes MMR. Además se incorporaron al estudio los microsatélites exónicos de los 
genes TGFβrII y BAX, los cuales aparecen mutados en la mayoría de tumores 
colorrectales que cursan con inestabilidad en microsatélites.52,54 Por último se estudió 
también el microsatélite D3S1611, que se localiza próximo al gen hMLH1 seleccionado 
con el fin detectar LOH en esta región. 
 
                                                                                                        V.Discusión 
- 131 - 
 
El presente estudio supuso la introducción de la técnica de análisis de 
microsatélites en nuestro laboratorio. Por esta razón nos enfrentamos al reto de su 
puesta a punto. Para ello se realizó una estancia en la Unidad de Genética del Hospital 
“La Fe” de Valencia donde realizan este tipo de estudios de forma rutinaria y gracias a 
los consejos de su personal conseguimos poner en marcha este análisis.  
Fue necesario diseñar diferentes parejas de cebadores, y a uno de cada pareja se 
le incorporó un fluoróforo en su extremo 5’. La elección se realizó en base al tamaño 
del amplicón, pues se dispone de cuatro fluoróforos y deseábamos analizar ocho 
microsatélites, lo que obligó a marcar varios microsatélites con el mismo fluoróforo. La 
elección se realizó de forma que los microsatélites que se marcaban con un mismo 
fluoróforo fueran lo bastante distintos respecto al tamaño del amplicón para no solapar 
las señales. Una vez diseñados se pusieron a punto las condiciones de amplificación y 
se realizaron las correspondientes reacciones de PCR. Posteriormente hubo que poner a 
punto las condiciones de electroforesis. Debido a la alta intensidad de la señal, las 
reacciones de PCR fueron diluidas en la mayoría de los casos antes de someterlas a 
electroforesis capilar. El análisis y visualización de los resultados se llevó a cabo con el 
programa informático “Genescan” de Applied Biosistems®, para lo que fue necesario la 
familiarización con dicho programa para poder interpretar los resultados. Todos estos 
pasos se consiguieron solucionar sin especiales dificultades. 
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5.1.3.5 Estudio de hipermetilación del promotor del gen hMLH1 
Para estudiar el estado de hipermetilación de las regiones promotoras de los 
genes actualmente se dispone de varias técnicas. Algunas de ellas están basadas en la 
modificación química de ADN genómico mediante su reacción con bisulfito sódico. 
Esta reacción transforma las citosinas no metiladas en uracilos, mientras que las 
citosinas metiladas permanecen como tales 191, propiedad que permite diferenciar el 
ADN metilado del que no lo está. Las principales técnicas que se basan en esta reacción 
son:  
- MSP (methylation specific PCR): Consiste en realizar una reacción de PCR 
utilizando dos juegos de cebadores, unos que hibriden con la secuencia del 
ADN sin modificar y otros con la secuencia del ADN modificado mediante la 
conversión de citosinas en uracilos. Dependiendo de con que pareja de 
cebadores obtengamos el producto de amplificación podremos deducir cual es 
el estado de metilación de la secuencia que estamos estudiando. Para poder 
realizarlo los cebadores deben hibridar en zonas donde haya islas CpG. 
- BSP (Bisulfite sequencing PCR): Posteriormente a la modificación del ADN 
genómico con bisulfito sódico, se realiza una amplificación con cebadores 
específicos para la secuencia modificada, y una posterior secuenciación del 
producto de amplificación. La reacción con bisulfito sódico transforma las 
citosinas no metiladas en uracilos, que al amplificarse por PCR serán 
complementarios de timina. Por tanto al secuenciar sólo observaremos citosinas 
en la secuencia cuando estas se encontraban metiladas en la secuencia. Esta 
técnica permite estudiar fragmentos de ADN mayores que cualquier otra. A la 
hora de diseñar los cebadores hay que evitar aquellas regiones donde haya islas 
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CpG, de forma que tengamos la seguridad de que todas las citosinas se 
modificarán, y por tanto que los cebadores diseñados contra la secuencia 
modificada hibridarán correctamente. 
En nuestro estudio hemos evitado la utilización de estas técnicas por la 
dificultad que conlleva la modificación química del ADN. Concretamente es común la 
degradación del ADN debido al agresivo tratamiento químico, así como la dificultad de 
conseguir una buena purificación y eliminación de las sales utilizadas. El elevado 
número de muestras de ADN y la escasez de las mismas hizo necesario la elección de 
una técnica más sencilla, rápida y reproducible. Por esta razón hemos utilizado una 
técnica basada en la capacidad que tienen determinadas enzimas de restricción, como 
HpaII y MspI, de distinguir el estado de metilación de su diana de restricción.  
Esta técnica ha sido validada por otros estudios 182 y nos ha permitido estudiar 
tres regiones que poseen islas CpG en su interior, lo cual nos da una seguridad mayor 
que si sólo estudiáramos una sola isla CpG como hacen algunos estudios de MSP 192. El 
único problema que planteó la técnica es la existencia de digestiones incompletas, con 
la consiguiente posibilidad de obtener falsos positivos. Este problema se solucionó 
disminuyendo el número de ciclos de amplificación de forma que obtuviéramos 
amplificación en los controles positivos, y antes de que apareciese amplificación en los 
controles negativos. Además, el uso de un programa informático de cuantificación de 
los productos de amplificación mediante análisis densitométrico, nos permitió controlar 
esta dificultad y descartar que los amplificados obtenidos fueran debidos a fenómenos 
de hemimetilación. 
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5.2 COMENTARIOS AL RESULTADO DE LA BÚSQUEDA DE 
MUTACIONES 
 
El estudio de secuenciación ha revelado la escasa incidencia de mutaciones en 
los genes MMR en muestras de cáncer renal esporádico en la población analizada. Sólo 
se han detectado mutaciones en ocho pacientes. Tres enfermos presentaron mutaciones 
en hMLH1 (3,7%) y cinco en hMSH2 (5,61%), todas las mutaciones fueron puntuales, 
implicaron cambios en la secuencia de la proteína, aparecieron en heterozigosis y a 
nivel constitutivo. El tipo celular en el que se detectaron fue CCR de células claras en 
todos los casos. Estas mutaciones fueron: dos pacientes con un cambio K618A, y uno 
con el cambio V716M en el gen hMLH1. En el gen hMSH2, cuatro pacientes mostraron 
el cambio G322D, uno el cambio I145M y otro el cambio P349A. 
A la hora de valorar el grado de patogenicidad de estas mutaciones, la primera 
aproximación fue hacer búsquedas bibliográficas donde se describieran las mismas. Las 
mutaciones K618A y V716M del gen hMLH1, y G322D del gen hMSH2, han sido 
descritas en familias con HNPCC 193. Sin embargo su valor patogénico en estudios 
previos es controvertido. Análisis funcionales sobre líneas celulares muestran que la 
función reparadora no está disminuida en las mutaciones K618A y V716M194, mientras 
que en otros estudios estas mutaciones se asocian con la presencia de MSI en humanos 
195. Hay estudios donde se concluye que el cambio K618A es una variante polimórfica 
sin relación con la enfermedad 196, mientras que en otro se afirma que dicha variación 
afecta a la estabilidad de la proteína disminuyéndola. La mutación G322D del gen 
hMSH2 ha sido descrita como patogénica 197, y también como variante polimórfica 198. 
La mutación I145M, en este mismo gen, ha sido previamente asociada a fenotipo MSI, 
aunque los portadores no cumplían los criterios de Amsterdam o Bethesda 199. 
                                                                                                        V.Discusión 
- 135 - 
Finalmente y para complicar más si cabe este rompecabezas, un estudio publicado este 
mismo año incluso sugiere un valor protector de algunas de las variantes descritas en 
este trabajo, concretamente el cambio V716M del gen hMLH1 y el G322D de hMSH2 
200. 
Puesto que las mutaciones K618A y G322D fueron detectadas en dos y cuatro 
de los pacientes respectivamente incluidos en el estudio, estos resultados podrían 
apoyar la hipótesis de que estos cambios sean realmente variantes polimórficas. Para 
tratar de dilucidar esta cuestión, se secuenciaron 95 sujetos sanos de nuestra población, 
detectándose el cambio K618A del gen hMLH1 en tres individuos (3,16%) y el cambio 
G322D de hMSH2 se en dos (1,9%). Este hallazgo apoya la teoría de que dichos 
cambios podrían encontrarse en porcentaje de polimorfismos, y tal vez constituyan 
variantes de reducida patogenicidad. 
En este estudio se describe por primera vez la mutación P349A en el gen 
hMSH2. Esta mutación podría causar cambios severos en la cadena polipeptídica, ya 
que el aminoácido prolina normalmente provoca un giro en la cadena polipeptídica y 
podríamos decir con alta probabilidad, que se trata de una mutación que afecta de 
matera importante a la estructura y a la función de la proteína. Otra mutación descrita 
por primera vez es la K618R del gen hMLH1, encontrada en un individuo control y 
representa el segundo cambio descrito en este trabajo afectando al aminoácido 618 del 
gen hMLH1  
El aminoácido Lisina (K) tiene propiedades básicas al igual que el aminoácido 
Arginina (R) por el cual es sustituido, presentando carga positiva a pH fisiológico, y un 
tamaño similar. Este cambio podría considerarse suave, no está descrito previamente, 
pero al haberse detectado solamente en controles y no en enfermos no podemos 
concluir nada respecto a su posible patogenicidad. 
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Un aspecto importante a tener en cuenta a la hora de valorar el grado de 
patogenicidad de las mutaciones encontradas, es la historia personal y familiar de los 
pacientes. Puesto que las mutaciones detectadas son constitutivas, y teniendo en cuenta 
que la penetrancia del HNPCC descrita para portadores de mutaciones patogénicas 
heredadas en los genes MMR es del 90% 105 , es previsible que la mayoría desarrollaría 
HNPCC a lo largo de su vida. Sin embargo ninguno de los portadores de mutación 
padeció HNPCC, pese a superar todos ellos la edad media de aparición de este tipo 
tumoral en afectados de este Síndrome. Tampoco hubo antecedentes familiares de 
HNPCC, sugiriendo estos datos que las variaciones K618A y G322D detectadas en seis 
de los casos podrían ser de escasa patogenicidad. Sin embargo con los datos del estudio 
no podemos concluir si constituyen o no un factor de riesgo que predisponga sufrir 
CCR. 
En definitiva en este trabajo hemos descartado que los genes MMR jueguen un 
papel importante en la génesis del cáncer renal esporádico, además hemos clasificado la 
mayor parte de las mutaciones encontradas como polimorfismos gracias al estudio de 
controles sanos. Muchos estudios no toman la precaución de estudiar muestras 
controles, y consideran como patogénicas todas las mutaciones que detectan en los 
pacientes, esto puede estar provocando una sobreestimación del número de mutaciones 
reales y, en consecuencia, se pueden estar atribuyendo a estos genes la responsabilidad 
de originar más casos de Síndrome de Lynch de los que realmente causan.  
En cuanto a los polimorfismos encontrados, el único que se traduce en un 
cambio de aminoácido es el I219V encontrado en el exón 8 del gen hMLH1, y aunque 
se ha descrito que no provoca un cambio en la funcionalidad de la proteína en cuanto a 
su capacidad reparadora 194, hay estudios donde encuentran relación entre el genotipo 
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GG y el desarrollo de colitis ulcerosa 201. Sin embargo en nuestro estudio no hemos 
encontrado relación con ninguna de las variables del estudio.  
 
5.3 COMENTARIOS AL RESULTADO DEL ESTUDIO DE 
HIPERMETILACIÓN 
 
 
La primera vez que se descubrió metilación de las islas CpG en un gen supresor 
de tumor fue en el gen retinoblastoma en 1989 202. Sin embargo, no fue hasta 1994 
cuando surgió la hipótesis de que la hipermetilación de estas islas CpG situadas en el 
promotor podría ser una forma de inactivar genes. Estos hallazgos se realizaron en el 
gen VHL 203. Desde esa fecha el número de genes con hipermetilación asociada a 
tumores ha aumentado considerablemente 204. 
Inicialmente se pensó que la alteración principal en el patrón de metilación en 
cáncer se correspondía con una hipometilación global 205, que causaría la expresión 
masiva de aquellos oncogenes que normalmente estuvieran hipermetilados 206. Hoy en 
día esta hipótesis se considera incompleta, de hecho la mayoría de islas CpG se 
encuentran desmetiladas en tejidos normales 207. Sin embargo estos primeros estudios 
mostraron la existencia de regiones con hipermetilación en tumores que no aparecían 
hipermetiladas en su pareja de tejido normal. A estas áreas se les denominaron “hot-
spots” adoptando la terminología aplicada a las mutaciones. Posteriores estudios de 
genes supresores como RB1, VHL, p16INK4a, hMLH1 y BRCA1 mostraron que la 
hipermetilación de sus promotores se asociaba a un silenciamiento transcripcional 208. 
Probablemente el proceso de adquisición de metilación es algo progresivo, al 
contrario de lo que ocurre con una mutación puntual que aparece de repente. En la 
región promotora existen muchas islas CpG, las cuales se van metilando poco a poco 
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hasta que cuando se encuentran metiladas con una alta densidad impiden la unión de 
factores transcripcionales y por tanto la expresión del gen204. 
 
La cuestión de por qué sólo ciertas islas CpG se hipermetilan continúa siendo un 
misterio, se ha evidenciado una mayor actividad metiltransferasa en tumores que en 
tejido normal 208, sin embargo este fenómeno se corresponde con estado global de 
hipometilación. Otro tema es el por qué ciertas islas CpG aparecen metiladas en 
tumores mientras que otras no lo están. Se ha postulado que estas alteraciones podrián 
proporcionar una ventaja selectiva a las células y que unas proteínas denominadas 
Polycomb podrían ser las encargadas de marcar las islas CpG metilables 209,210.  
Se ha evidenciado la presencia de perfiles específicos en los patrones de 
hipermetilación de genes supresores dependiendo del tipo de tumor 211. Este patrón de 
inactivación epigenética no sólo ocurre en tumores esporádicos, sino que en ciertos 
tumores hereditarios se ha visto un patrón de metilación específico de ese tipo tumoral, 
pudiendo además actuar como un segundo impacto de inactivación 212. Otro 
paralelismo entre las alteraciones epigenéticas y genéticas es la necesidad de acumular 
un cierto número ellas para que el tumor se establezca y progrese. Este perfil de 
hipermetilación específico de tumor se ha visto mantenido incluso en líneas celulares 
establecidas durante largos periodos 213,214. También se ha observado que algunos tipos 
tumorales presentan un mayor grado de metilación en las islas CpG que otros, por 
ejemplo los tumores del tracto gastrointestinal presentan los niveles de hipermetilación 
más altos detectados, mientras que otros como los sarcomas presentan los más bajos 178. 
En la Figura 37 podemos ver la distribución de hipermetilación en tumores humanos, 
así como los porcentajes de los principales genes hipermetilados.  
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Figura 37: Distribución de hipermetilación en tumores humanos (adaptada de Esteller2002) 204. 
 
Estudios previos han mostrado que el CCR puede estar relacionado con la 
hipermetilación de una amplia variedad de genes, como por ejemplo CDH1, APC, 
MGMT, RASSF1A, GSTP1, p16, RAR-beta2, ARF Timp-3, VHL y el gen de la E-
caderina215,216. Estos trabajos han evidenciado la presencia de hipermetilación en uno o 
más de estos genes en un 93% de los casos, siendo el gen hipermetilado más 
frecuentemente el Timp-3 (58%). Incluso se ha comprobado que el tratamiento de 
algunas líneas celulares con 5-aza-2´-deoxicitidina (agente desmetilante) restauró la 
expresión del ARNm del gen E-caderina 217 y del gen hMLH1 109. Por el contrario, 
otros estudios no han evidenciado diferencias en la expresión de hMLH1 y hMSH3 en 
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líneas celulares de CCR tratadas con este agente 175. En cuanto al gen VHL, la 
hipermetilación de su promotor únicamente se ha descrito en el CCR de tipo células 
claras 216. 
Hasta donde sabemos, el presente estudio analiza por primera vez la relación 
entre la hipermetilación del promotor del gen hMLH1 y el CCR esporádico empleando 
muestras de tejido tumoral humano. El estudio se centró en el gen hMLH1, ya que no se 
ha detectado hipermetilación en el promotor del gen hMSH2 en estudios previos 109.  
Con una técnica basada en el uso de enzimas de restricción no hemos detectado 
metilación en el gen hMLH1 en ninguna de las 89 muestras analizadas, coincidiendo 
con datos publicados en estudios previos con líneas celulares de CCR 218. Aunque 
existen diferentes técnicas de análisis del estado de metilación (basadas por ejemplo en 
la modificación del ADN mediante tratamiento con bisulfito), éstas requieren mayor 
cantidad de ADN y presentan mayor complejidad metodológica que la empleada en el 
presente estudio. Además, la técnica basada en digestiones enzimáticas es rápida, 
sencilla y fiable 219. 
La presencia de un producto de amplificación minoritario en algunos de los 
ADN digeridos con HpaII se atribuyó a una digestión incompleta del ADN por parte de 
dicha enzima. Gracias al análisis densitométrico de las bandas, y a su comparación con 
las bandas tanto de los controles negativos como del positivo se descartó la hipótesis de 
hemimetilación. 
En conclusión, nuestros resultados indican que la metilación del promotor del 
gen hMLH1 no está implicada en la patogénesis del CCR esporádico. 
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5.4 COMENTARIOS A LOS RESULTADOS DEL ANÁLISIS 
DE MICROSATÉLITES 
 
 
Con el fin de identificar los cánceres de “fenotipo mutador” causados por 
defectos en los genes MMR, se han diseñado técnicas basadas en la PCR encaminadas 
a detectar inestabilidad de microsatélites, pero frecuentemente han sido cuestionadas 
debido a la tasa de falsos negativos que a veces han producido por una errónea o 
insuficiente elección de microsatélites elegidos para el estudio. En 1998, el “National 
Cancer Institute” promovió la búsqueda de un método de consenso 112 determinando un 
panel de microsatélites como el idóneo para este tipo de análisis. Estas directrices 
además, han demostrado ser un procedimiento coste-efectivo para el diagnóstico de 
HNPCC 220. 
En cuanto al estudio molecular del CCR mediante análisis de microsatélites son 
muchos los estudios realizados, centrandose todos ellos en el estudio de LOH mediante 
el uso de amplios paneles de microsatélites, distintos a los de Bethesda. Hay estudios 
donde se utiliza el análisis de microsatelites situados en el brazo corto del cromosoma 3 
en ADN plasmático de pacientes con CCR como herramienta diagnóstica, 
encontrandose en los mismos altos porcentajes de LOH 172. De igual forma se propuso 
usar la existencia de LOH evaluada en muestras de sangre como factor pronóstico, 
asociándose un alto grado de ésta a una mayor probabilidad de recurrencia de la 
enfermedad 173. 
Otros estudios han intentado implicar el análisis de microsatélites en la 
clasificación histológica de los distintos subtipos de CCR, la cual se realiza 
fundamentalmente en base a criterios de arquitectura celular. Así se vio que, mediante 
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análisis de microsatélites, pacientes con CCR de tipo papilar con un alto porcentaje de 
cambios de tipo de células claras, presentaban alteraciones genéticas similares a los 
CCR de células claras puros, proponiéndose por tanto incluir a estos casos de entrada 
como CCR de células claras 174. 
En nuestros pacientes el estudio de los microsatélites en muestras tumorales de 
CCR realizado con la finalidad de evaluar el grado de inestabilidad genómica no 
encontró fenómenos de MSI en ninguno de los microsatélites del panel de Bethesda 112, 
ni tampoco en los genes TGFβrII y BAX, descartándose este tipo de inestabilidad en 
casos de CCR esporádico. Sin embargo fue bastante frecuente la presencia de LOH, 
sobre todo en el microsatélite D3S1611 que se detectó en el 34,9% de los casos 
informativos (15/43), seguido del microsatélite D2S123 en un 7,5% (4/53) y del 
D17S250 con un 5,6% (4/72). En el microsatélite D5S346 no se detectó LOH en 
ninguno de los casos. Este resultado nos indica que la inestabilidad cromosómica 
afectando a grandes fragmentos de material genético es el principal tipo de alteración 
genómica que caracteriza a este tipo tumoral, y que en CCR se pierden determinadas 
regiones con una frecuencia mayor que otras. La existencia de LOH no se correlacionó 
con el grado celular ni con el estadio tumoral, ni tampoco detectamos LOH en ninguno 
de los portadores de mutaciones en los genes MMR. 
En un estudio sobre 33 tumores renales y usando una bateria de 74 
microsatélites formados por repeticiones CA, se encontró que un 21% presentaban 
inestabilidad en al menos uno de los microsatélites. Los autores propusieron que esta 
inestabilidad ocurriese de forma espontánea y no fuera consecuencia de alteraciones en 
los genes reparadores 171. Sin embargo hay estudios donde describen altos porcentajes 
de MSI en tumores renales, llegando hasta en un 46%. 221. En cuanto a la existencia de 
LOH, algunos trabajos han evidenciado elevados niveles de LOH en casos de CCR no 
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papilar afectando los cromosomas 3p, 6q, 8p, 9pq y 14q, mientras que en los CCR 
papilares la LOH apareció fundamentalmente en 6pq, 9p, 11q, 14q y 21q, aunque sin 
demostrarse relación entre el grado celular, estadio de infiltración y LOH 171. 
La caracterización genética de los tumores podría tener gran importancia 
clínica, permitiendo poder dar pronósticos acertados así como la administración de 
tratamientos más personalizados. Desde el punto de vista clínico los tumores 
aneuploides tienen peor pronóstico que los diploides, y el grado de agresividad 
corresponde con el grado de aneuploidía 222,223. De la misma forma parece haber una 
relación entre el grado de ploidía y la resistencia al tratamiento 224, y aunque el grado 
de aneuploidía no se usa como marcador pronóstico, parece tener más valor predictivo 
que otras herramientas usadas comúnmente 225. Por otro lado enfermos de HNPCC con 
MSI presentan un mejor pronóstico por la escasa capacidad de metastatizar de estos 
tumores 226,227. En cualquier caso las investigaciones apuntan a que terapias enfocadas 
al control de los mecanismos que originan y promueven la inestabilidad cromosómica 
tendrán un importante papel en los próximos años 30. 
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5.5 COMENTARIOS FINALES 
 
El presente trabajo constituye un intento de caracterizar las bases moleculares 
que rigen el proceso de génesis tumoral en tejido renal. Es sabido que el gen VHL 
constituye un gen clave en el desarrollo de esta enfermedad y que, probablemente, su 
alteración sea un evento temprano en el desarrollo de la misma. Sin embargo, una sola 
mutación no es suficiente para generar un tumor y se intuye que puede haber otros 
genes supresores en el brazo corto del cromosoma 3 implicados en el desarrollo del 
cáncer renal228. Llegados a este punto surge el problema de intentar explicar cuál puede 
ser el origen de las numerosas alteraciones genéticas que se detectan en un tumor. Estas 
alteraciones son numerosas tanto en cantidad como en diversidad y pueden ser muchos 
los mecanismos implicados. Estos mecanismos afectan a la estabilidad genética, tanto a 
nivel de secuencia, como a la forma de expresión de los genes debido a modificaciones 
epigenéticas. En síntesis podríamos decir que son complejos los mecanismos genéticos 
de esta enfermedad y que es muy difícil conseguir caracterizar un tumor a todos los 
niveles. 
Con objeto de dar un pequeño paso en la tarea de desenmarañar los fenómenos 
implicados en la génesis del cáncer renal nos hemos centrado en el estudio de uno de 
los mecanismos conocidos capaces de originar inestabilidad genómica y, 
consecuentemente, cáncer. Este mecanismo es el que implica a los genes MMR y que, 
como ya se ha comentado con anterioridad, ha sido ampliamente estudiados en otros 
tipos tumorales fundamentalmente en cáncer colorrectal. Sin embargo pocos trabajos se 
centran en cáncer renal, y los estudios realizados han sido sobre líneas celulares 
derivadas de este tipo tumoral. Los resultados de nuestro estudio indican que estos 
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genes MMR no juegan un papel predominante en el desarrollo de los carcinomas de 
células renales esporádicos por la ausencia de MSI, inactivación por hipermetilación y 
el hallazgo de un escaso número de mutaciones de patogenicidad controvertida, siendo 
la principal característica genética en los tumores analizados la existencia LOH, que 
aparece hasta en un 35% de los casos para el microsatélite D3S1611. 
Uno de las características de las escasas mutaciones que hemos encontrado es 
que éstas aparecieron todas en heterozigosis. Ello hace pensar que tendrán escaso poder 
patogénico, ya que tradicionalmente se ha asumido que sólo en el caso de que ambas 
copias de un gen MMR se encuentren mutadas aparecería el fenómeno de inestabilidad. 
Sin embargo, hay estudios donde se demuestra que ni es necesario que ambas copias 
estén inactivas para que haya inestabilidad, ni que la única función de estos genes sea la 
reparación del ADN 229-233. En los siguientes apartados se comentará brevemente esta 
circunstancia, así como las nuevas funciones de los genes MMR y sus implicaciones en 
la terapia del cáncer. 
 
5.5.1 Comentarios respecto a la haploinsuficiencia 
La haplosuficiencia es la capacidad que presenta un gen de mantener los niveles 
necesarios de la actividad proteica generada por él cuando uno de sus dos alelos esta 
mutado o ausente. A este respecto hay trabajos que demuestran que los genes MMR 
pueden ser hasta cierto punto haploinsuficientes, fenómeno que reforzaría la 
importancia de las mutaciones en heterocigosis halladas en el presente estudio. Parson 
demostró que individuos portadores de ciertas mutaciones germinales en los genes 
hMLH1 y hPMS2 en heterocigosis son capaces de mostrar inestabilidad en células 
fenotípicamente normales, las cuales todavía conservan una copia funcional del gen229. 
En estos casos el grado de inestabilidad es significativamente menor que cuando ambas 
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copias se encuentran inactivas, pero podemos deducir que en cierta medida hay 
haploinsuficiencia. Esta idea de que una reducción en los niveles de proteínas MMR 
puede provocar tumorogénesis se origina a partir de estudios con ratones MSH2 +/-, en 
los cuales un alelo es normal y el otro es no funcional. En estos ratones aunque el 
desarrollo embrionario fue aparentemente normal y también su capacidad MMR 
medida en términos de MSI, se observó que eran propensos a sufrir cáncer, aun 
manteniendo una copia normal del gen MSH2 230. Los mismos resultados se obtuvieron 
al estudiar la supervivencia de ratones con distintos genotipos de MLH1 (normal: ++, 
mutante: --, heterocigoto: +/-)231. (Figura 38). Estos resultados demuestran que 
individuos portadores de mutaciones inactivadoras en heterocigosis presentaban una 
esperanza de vida mas corta y una mayor propensión a sufrir cáncer que los normales, 
aunque la capacidad reparadora no se encontraba disminuida. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38: Supervivencia según distintos genotipos del gen mlh1 en ratones se puede apreciar que 
ratones heterocigotos (Mlh1+/-) tienen una supervivencia menor que los normales, demostrando 
haploinsuficiencia para este gen (Tomada de Winfried Edelmann 1999)231 
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5.5.2 Comentarios respecto a nuevas funciones de los genes MMR 
 
Respecto a la implicación de los genes MMR en funciones distintas de la 
reparación, se ha descrito una resistencia por parte de las células MMR- al tratamiento 
con agentes quimioterápicos que dañan el ADN. Estas células pueden ser hasta 100 
veces más resistentes a ciertos tipos de quimioterápicos. Se ha establecido una cascada 
de señalización entre las proteínas MMR y P53 232, en la cual las proteínas MMR 
funcionarían como sensor de daño en el ADN. Esta información sería transmitida al 
gen p53 y dependiendo del nivel de daño, la célula será retenida en el punto de control 
de ciclo celular (“checkpoint”) G2/M, para proceder a la reparación o bien seguirá la 
ruta de muerte celular programada (apoptosis).  
La razón de que células MMR- sean resistentes a quimioterápicos se explica por 
la insensibilidad de éstas al daño genómico, saltándose los puntos de control del ciclo 
celular y por tanto no siendo capaces de entrar en la ruta de apoptosis. En cuanto al 
grado de haplosuficiencia para esta función sensora y moduladora del ciclo hay trabajos 
que demuestran que es necesaria la cantidad completa de proteína funcional de hMLH1, 
y que si bien con un 10% de proteína sería suficiente para mantener la capacidad 
reparadora, es necesario ambas copias del gen para que la célula sea capaz de activar el 
“checkpoint” de la transición G2/M del ciclo celular en respuesta a un daño genético 
233. Hallazgos similares se han encontrado con una línea celular MSH2-/- (con ambas 
copias inactivas), donde la capacidad de reparación se recuperó expresando niveles de 
tan solo un 10% de la concentración normal, pero la respuesta de estas células seguía 
siendo similar a las que no expresaban nada de proteína MSH2 en cuanto a la respuesta 
a agentes metilantes de ADN 234. 
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5.5.3 Relación entre defectos en los genes MMR y resistencia al 
tratamiento 
 
Del estudio de la función de los genes MMR en la célula podemos sacar 
conclusiones a nivel clínico. Se ha descrito la resistencia de las líneas celulares MMR- 
a un gran número de drogas: 6-TG, N-metil-N´-nitro-N-nitrosoguanidina, 
metilnitrosourea, temozolomide, adriamicina, procarbacina, busulfan, VP-16, 
cisplatino, carboplatino, Benzo(a)pireno, 5-fluorouracilo y 5´-deoxi-5-fluorouridina, a 
todas las cuales células MMR+ son sensibles. Hay muchos estudios donde se 
demuestra que las células MMR- son resistentes a agentes metilantes del ADN gracias 
a que pueden saltarse el punto de control de G 2 /M 
235-237. 
También se observó que líneas celulares MMR- eran resistentes al tratamiento 
con quimioterápicos que causaban roturas en una sola hebra del ADN, mientras que las 
líneas MMR+ que eran sensibles, quedaban retenidas en el “checkpoint” G2/M y 
morían por apoptosis 238. Sin embargo cuando estas células eran irradiadas, lo cual 
produce roturas en ambas hebras, tanto líneas MMR+ como MMR- sufrían una parada 
similar en la transición G2/M. En otro estudio se demostró que líneas celulares con MSI 
obtenidas a partir de tumores eran hipersensibles a bleomicina, droga que es capaz de 
inducir roturas de doble cadena en al ADN 239. Estos estudios indican que los diferentes 
tipos de daños son señalizados por vías diferentes, y que los genes MMR están 
implicados en roturas de una sola hebra mientras que son otras las proteínas 
responsables de la ruta de señalización de roturas de doble cadena, mostrando una vez 
más como del estudio genético y bioquímico de los tumores se pueden obtener datos 
aplicables a nivel clínico. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
VI. CONCLUSIONES 
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1.- Las mutaciones en los genes reparadores en pacientes con carcinoma de células 
renales esporádico, son un fenómeno poco común. La mayoría de cambios encontrados 
podrían catalogarse como polimorfismos, y tan sólo se han encontrado tres mutaciones 
con posible poder patogénico. En nuestro estudio describimos por primera vez la 
mutación P349A del gen hMSH2, la cual tiene altas probabilidades de resultar 
patogénica debido a la grave distorsión en la estructura proteica que provocan las 
sustituciones que implican al aminoácido prolina. 
 
2.- No se ha demostrado por métodos enzimáticos la presencia de hipermetilación del 
promotor del gen hMLH1 en pacientes con carcinoma renal esporádico, aunque ésta es 
la forma más común de inactivación de este gen en otros tipos tumorales. 
 
3.- Al realizar el estudio de microsatélites, no se ha detectado inestabilidad en ninguno 
de ellos, poniendo de manifiesto que este fenómeno podría ser inexistente en cáncer 
renal esporádico. Sin embargo, la pérdida de heterocigosidad se reveló como la 
principal alteración genómica. 
 
5- No se ha establecido relación entre las características clínicas de los pacientes y 
anatomopatológicas de los tumores con los resultados obtenidos de los distintos análisis 
genéticos. 
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INTRODUCCIÓN 
 El cáncer renal constituye el 3% de todos los tumores, de los cuales un 85% son 
carcinomas de células renales (CCR). En su etiología se han implicado diversos 
factores, aunque éstos no están del todo establecidos. Dentro de los factores genéticos, 
se han detectado como evento más frecuente pérdidas del brazo corto del cromosoma 3, 
así como mutaciones en el gen VHL. Aunque se sabe que cualquier tipo tumoral esta 
originado por defectos genéticos, los mecanismos moleculares que provocan que una 
célula acumule el gran número de mutaciones detectadas en un tumor no son bien 
conocidos. 
Uno de los mecanismos causantes de inestabilidad génica mejor estudiado es el 
que implica a los genes reparadores MMR, y que causa el Síndrome de Lynch. 
Individuos afectados por este Síndrome presentan un riesgo elevado de sufrir varios 
tipos tumorales, entre los cuales el mas frecuente es el cáncer colorrectal hereditario no 
polipoideo(HNPCC). Los tumores con defectos en los genes MMR poseen una 
característica fenotípica molecular llamada “inestabilidad de microsatélites” (MSI), de 
forma que la presencia de MSI puede usarse como un indicador del estado funcional de 
la maquinaria reparadora. 
Los genes reparadores han sido ampliamente estudiados en otros tipos 
tumorales, sin embargo estos genes apenas han sido estudiados en cáncer renal. Por este 
motivo nos planteamos un estudio completo de los genes hMLH1 y hMSH2 en 
realizado en pacientes por primera vez. 
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OBJETIVOS 
 1) Principal: 
Analizar las posibles implicaciones de los genes reparadores de ADN (MMR) hMLH1 
y hMSH2 en el desarrollo del cáncer de células renales (CCR) esporádico. Para ello se 
estudiaron dichos genes mediante distintas aproximaciones genéticas: 
a. Secuenciación: En busca de posible mutaciones inactivadoras en los genes 
hMLH1 y hMSH2. Este estudio se complementa con estudios filogenéticos para 
valorar el grado de conservación de las mutaciones detectadas y de predicción 
de la estructura secundaria de la proteína. 
b. Análisis de microsatélites: que revelen la existencia de fenómenos de 
inestabilidad genómica en forma de inestabilidad de microsatélites (MSI) o 
pérdida de heterocigosidad (LOH). 
c. Estudio de la hipermetilación del promotor del gen hMLH1: fenómeno que 
puede inactivar la expresión génica, y que parece ser predominante en tumores 
esporádicos 
 2) Secundarios: 
a. Describir las características clínicas y anatomopatológicas de los pacientes. 
b. Valorar la posible relación entre los datos moleculares y los factores 
pronósticos conocidos en el carcinoma de células renales esporádico 
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SUJETOS, MATERIAL Y MÉTODOS 
 Se recogieron muestras de tejido tumoral y renal sano, que se usó como control, 
en 89 pacientes intervenidos de CCR esporádico. Las muestras fueron congeladas a      
–80ºC hasta su procesamiento. También se estudiaron 95 muestras de sangre 
procedentes de individuos sin antecedentes oncológicos que consultaron por patología 
urológica benigna. Tras extracción de ADN, amplificación mediante PCR, se realizó un 
análisis mediante secuenciación de los 19 exones del gen hMLH1 y los 16 exones del 
gen hMSH2, con objeto de determinar la posible presencia de mutaciones inactivadoras 
en dichos genes, la secuencias obtenidas se compararon con la presente en GenBank. Se 
determinó la existencia de inestabilidad de microsatélites (MSI), utilizando los 
microsatélites del panel de Bethesda, además de dos microsatélites exónicos de los 
genes TGFbrII y BAX que aparecen mutados en un alto porcentaje de los tumores con 
presencia de MSI (MSI+) y el microsate D3S1611, localizado  próximo al gen hMLH1 
con objeto de estudiar la pérdida de heterocigosidad en esta región. Para finalizar se 
realizó un estudio de metilación del promotor del gen hMLH1 mediante el uso de 
enzimas de restricción. Los resultados de los análisis se sometieron a análisis 
estadísticos con objeto de poder relacionarlos con las distintas características 
anatomopatológicas y clínicas de los tumores. 
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RESULTADOS 
 La edad media de los pacientes con carcinoma de células renales en el 
momento de realización de la cirugía fue de 63,9 años La muestra estaba formada por 
59 hombres (66,3%) y 30 mujeres (33,7%). La variante histológica más 
frecuentemente hallada fue el carcinoma renal de células claras (CRCC), 
representando un 66,3% (59 casos) de los casos, seguido de CCR papilar en un 12,4% 
(11 casos). Como grupo control se incluyeron muestras de sangre de 95 sujetos 
diagnosticados de patologías urológicas benignas y que no diferían significativamente 
en cuanto a la edad media y porcentaje de sexos con los pacientes. 
 No detectamos MSI, ni tampoco fenómenos de hipermetilación del promotor 
del gen hMLH1. La pérdida de heterozigosidad (LOH) fue frecuente sobre todo a nivel 
del microsatélite D3S1611 que aconteció en el 34,9%. Detectamos mutaciones en 8 de 
los pacientes, las cuales ya estaban descritas en casos de cáncer colorrectal. Estas 
mutaciones son: K618A y V716M en el gen hMLH1; y I145V y G322D en el gen 
hMSH2. Se encontraron cambios G322D y K618A en sujetos controles sanos en una 
proporción superior al 1%, por lo que se podrían catalogar como polimorfismos. 
Además describimos por primera vez la mutación P349A en el gen hMSH2. 
 
CONCLUSIONES 
 Las mutaciones en los genes reparadores en pacientes con carcinoma de 
células renales esporádico, son un fenómeno poco común. La mayoría de cambios 
encontrados parecen tener naturaleza polimórfica, probablemente con escasa 
patogenicidad. 
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 No se ha detectado por métodos enzimáticos la presencia de hipermetilación 
del promotor del gen hMLH1. 
 Al realizar el estudio de microsatélites, no se ha detectado inestabilidad en 
ninguno de ellos, poniendo de manifiesto que este fenómeno es raro en cáncer renal 
esporádico. Sin embargo, la pérdida de heterocigosidad se reveló como la principal 
alteración genómica. 
 No se ha encontrado relación entre los estudios genómicos y las 
características anatomopatológicas y clínicas de los tumores estudiados. 
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